TEMA 10

Coloracion
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¢ Por que colorear?

- Visualizar los
microorganismos o las
estructuras que lo
componen



Clasificacion
Colorante

Sustancia capaz de dar color a células, tejidos, fibras, etc.

- Naturales o Artificiales

Funciones:
- Permiten hacer visibles a los objetos microscopicos y transparentes
- Revelan su formay tamano
- Muestran la presencia de estructuras internas y externas

- Producen reacciones quimicas especificas

Simples

Diferenciales
COLORACIONES /

Compuestas Especificas

\



Simple Stains Differential Stains Special Stains

(a) Crystal violet stain (c) Gram stain (f) India ink capsule stain of
of Escherichia coli Purple cells are gram positive. Cryptococcus neoformans
Red cells are gram negative.

(b) Methylene blue stain (d) Acid-fast stain (g) Flagellar stain of Proteus vulgaris.
of Corynebacterium Red cells are acid-fast. A basic stain was used to
Blue cells are non-acid-fast. build up the flagella.

Clasificacion



Pre-tincion

Fijacion = Preservar la arquitectura estructural y quimica de las células

Fisicos: desecacidn ‘--""--/

Spraad culiura in thin
calor seco film oer sick

calor humedo
ultrasonido

microondas

Quimicos: oxidantes (6xido cromico, acido acético, acido picrico, acetona,
dicromato de potasio)

reductores (formaldehido, glutaraldehido, etanol, metanol, paraldehido)

Pass =lide through TEme i hix



Coloracion de Gram

Tincion diferencial que utiliza dos colorantesy clasifica a las bacterias en dos grandes grupos:
Gram-positivos y Gram-negativos

Economico
Sencillo Principio de funcionamiento - Caracteristicas de la pared celular

~Gram()

- Peptidoglicano . Sentidoalicans
Pared celular gruesa - Capg flna.de —~ reptidogl
con peptidoglicano peptidoglicano
Sin membrana celular - Membrana celular
externa
externa Membrana Membrana Plasmatica
Plasmatica ] Espacio periplasmico

™ Lipopolisacarido
y-Protelna

Eficaz

La composicién quimicay contenido de peptidoglicano en la pared explicay
determina las caracteristicas tutoriales




1. Cristal Violeta = Colorante primario > afinidad por el
peptidoglicano

2. Lugol - Mordiente = impide la salida del cristal violeta
(complejo cristal violeta-yodo). Satura los espacios del
peptidoglicano

3. Alcohol-acetona = deshidrata y cierra los poros // destruye
membrana externa de bacterias Gram-negativas

4. Safranina © colorante secundario (contraste o contratincion)
- tenir bacterias que no retuvieron el complejo cristal violeta-
yodo

Coloracion de Gram
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Coloracion de Gram
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Coloracion de Ziehl-Neelsen

Técnica rutinariamente utilizada en diagndstico rutinario de tuberculosis (Mycobacterium tuberculosis)

Ra pida Permite diferenciar las bacterias en dos grupos: capaces de resistir la
Facil decoloracidon con alcohol-acido y aquellas que no lo son
ECOnomICa Porina
LIpidOS s

La pared celular de las micobacterias es extremadamente Acidos

compleja en cuanto a su composicion bioquimica 2> micélicos

caracteristica para latincion de Ziehl-Neelsen Arabinoga-
lactano
Lipoarabino-

Acidos micélicos + lipidos libres = barrera hidrofébica

manano

Peptidogli-

cano
Membrana

citoplasmétic{

Proteina



Coloracion de Ziehl-Neelsen

1. Carbol-fucsina > colorante primario = Afinidad por
los 4cidos micoélicos AAR + Pasos AAR -

Colorante principal:
fuchina -

2. Calentar suavemente = solubiliza ceras, lipidosy AG
— paso libre del colorante

3. Enfriar con agua -2 solidifica componentes de la

pared 2 resistencia de la accién del alcohol-acido -

Decoloracion:
alcohol/HCI

4. Decolorar con alcohol-acido = hasta color rosado

Colorante de contraste:

5. Lavado con agua Azul de metileno

6. Azul de metileno = Colorante secundario >
Contraste



Coloracion de Ziehl-Neelsen

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Carbolfuchsin Heat Aleohol Methylene blue
Application of primary stain Application of heat to fixate Decolorization of the Application of counterstain
fo specimen smear the sample sample with acid-alcoho! to the sample

P Sample
LT = LT == A = LT ==
#” Acid-fast positive (+): pink # Acid-fast positive (+): pink & Acid-fast positive (+): pink & Acid-fast positive (+): pink

@ Acid-fast negative (-): pink @ Acid-fast negative (-): pink = Acid-fast negative (-): colorless ® Acid-fast negative (-): blue



Tinciones especificas

DAPI KM467 Alexa Fluor 647 Overlay
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Culture Bacteria Set up Assay Automated Microscopy Image Analysis Data Analysis



Tinciones especificas

Tincion de Endosporas — Tincion de Wirtz-Conklin

1. Verde de malaquita > Colorante primario = Tifie esporas en
caliente

2. Calentar (sin hervir)
3. Lavar con agua

4. Safranina > colorante secundario (contraste o contratincion)




Tinciones especificas

Tincion de capsula - Tincion negativa

Cryptococcus neoformans revelados por
medio de una tincidn negativa con tinta
china.
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