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J. lllTRODUCCION 

La tuberculosis pulmonar c.-:. problema de salud. 

Todas aquellas organizaciones que luchan contra la tuberculosis 

están de acuerdo en calificar a esta enfermedad. como uno de los pro-­

blemas de salud más importantes. sobre todo en los paf ses cuyas condi­

ciones económicas, sociales, sanitarias y culturales son semejantes a 

~as que privan en la República Mexicana. 

Lo anterior se puede apreciar con los últimos datos estadisticos 

aportados por la Dirección General de Bioestadfstica de la Secretaria 

de Salud (SS°> en el año de 1975, en d~nde se dice que la tuberculosis 

ocupó el decimo primer lugar entre las causas de defunción, con tasa 

de 14.1 por cada 100,000 habitantes (1). 

llorbiltdad l •rtaltdad. 

En 1976 se descubrieron 10 961 enfemios de tuberculosis pulmonar, 

lo que equivale a una tosa de morbilidad de 17.58 por cada 100 000 ha­

bitantes, ocupando el decimo sexto lugar entre las causas de morbili-­

dad infecciosa en nuestro pats. 

ET an611sis de morbilidad en Tos últimos cuatro años, demuestra 

que no ha habido una disminuc16n s1gn1f1cat1va en To que respecta a Ta 

not1f1cac16n de casas nuevas, tanta en la forma pulmonar, como en Tas 

vartedldes de tuberculosts extrapullMlnar. 



Según datos oficiales en relación con sujetos menores y mayores 

de 15 años (considerando los últimos 10 años en que se disponen de 

datos estadísticos), en ambos grupos la mortalidad por tuberculosis va 

en descenso pero predomina en los sujetos mayores de 15 años (1). 

Relevancia econ6afca-social. 

La enfermedad tiene una gran tascendencia econ6mica-social. pue_! 

to que ataca en la época m.is productiva de la vida, cuando el sujeto -

es jefe de familia o como en el caso de la mujer. cuando es indispens_! 

ble para la actividad del hogar. 

Es una enfermedad crónica que ocasiona daño orgánico por las le­

siones pulmonares que produce (tuberculosis pulmonar) y psicológico, 

por la preocupación que para el enferma implica el riesgo de transmi-­

tirla al medio familiar. 

llorfologfa y fhiologfa. 

E_l M. tuberculosis presenta una morfologi' a baci 1 ar de bastones 

delgados. algunas veces ligeramente curvos de 0.2 a 0.6/de df¡jmetro y 

de Q.5 a 4/' de largo (2, 3, 4, 5). 

Las m1cobacteda.s se presentan aislados, pero a veces se observan 

en grupos pequeños y ocasionalmente como masas compactas 1 donde se Pll!:, 

den distinguirse los bacilos individuales (2). 

El bacilo de la tuberculosis no es móvil ni formador de esporas. 

En ocasiones se observan dentro de las células cuerpos pequeños, que 

se colorean intensamente y cuya presencia se ha interpretado en varias 

formas. pero se cree que sean acumulaciones de polifosfato. 
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A menudo se observan vacuolas de lipidos, que se tiñen intensa-­

mente con colorantes lipofílicos, e incluso le pueden dar el aspecto -

de una cadena de cocos a la célula teñida (2,6). 

Es aerobio estricto y de crecjmiento lento, ya que su tiempo más 

corto de generación es de 12 a 18 horas y no suele apreciarse crecimie.!!. 

to visible, aún en las mejores condiciones, antes de 15 dias. Casi 

siempre son necesarias por lo menos tres semanas para que sea evidente 

el desarrollo, el cual se ve favorecido con un pH de 6 a 8 y con un ra.!!. 

go de temperatura entre 30 y 4z•c (óptima 37ºC). 

En el medio de cultivo suele formar colonias características de un 

color café-amarillento, rugosas, secas y de tipo eugónico o sea que 11~ 

ga a presentar un desarro 11 o exuberante. 

Para estimular su crecimiento se puede añadir a los medios de cul 

tivo ácidos grasos y para estudios cuantitativos se han introducido d~ 

tergentes no 16nicos, como el tween 80 que promueve crecimientos dis-­

persos por la ruptura de la t~nsión superficial e interfacial del me-­

dio de cultivo líquido (2, 4, 5, 6). 

Aunque puede crecer en ·1os medios sintéticos más sencillos, es 

práctica común durante la elaboración diagnóstica utilizar un medio 

complejo como es el de Lowenstein-Jensen, pues resulta satisfactorio -

para realizar la mayorfa de las investigaciones. 

CO!pOs1c11in quflñca. 

La composición qufmica de las micobacterias ha sido la más estu-­

diada de todas las bacterias, ya que son de particular interés por su 

alto contenido en 11pidos, los cuales pueden constituir t:aasta el 60% 



de la célula (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). 

Esta riqueza en lipidos probablemente pueda explicar las propie~ 

des que caracterizan a estos microorganismos; por ejemplo la relativa 

impermeabilidad a los coloranteS,la alcohol ácido resistencia, así co­

mo el ser refractario a la acción letal de ácidos y álcalis y tal vez 

a su crecimiento lento, etc. (2, 3 1 61 7). 

Se ha comprobado que estos lipidos están compuestos principalmen­

te de: 

1 .. Fosfolfpidos que incluyen la card1o11pina, fosfatidiletanolam! 

na, fosfat1di1-inosito1, monofosfatid11-in6sidos. 

Los ácidos grasos constituyentes de estos fosfolipidos son de 

diversa fndole¡ entre ellos se encuentran los bien conocidos 

ácidos palmftico, linóleico y linolénico, junto con los ácidos 

ftioico y tuberculoesteárico, que son exclusivos de las mico-­

bacterias. 

2. Los ácidos micólicos, una familia de los ácidos grasos 

o< -alquil, f -hidroxil, forman una parte principal de 

los constituyentes de la pared celular y frecuentemente se en­

cuentran esterificados con arabinosa. 

3. Los glucol'fpidos son de naturaleza variable, incluyendo al faE. 

tor cordón, el cual contiene ácido micólico {6, 6 dimfcoloil-

D-trehalosa), sulfolipidos y amino ácidos. 

En To que respecta a Tas respuestas tisulares y a las reacciones 

de sensfbi lidad 1 a Cera O y e 1 Factor cordón han si do 1 os más es tu-



diados. 

De la primera se sabe que posee diversas actividades biológicas, 

de las cuales la más conocida es su comportamiento como adyuvante en 

la respuesta inmunológica e ~nducc.ión del interferón; del segundo se 

sabe que está directamente relacionado con la virulencia, con la in-­

ducción del interferón y con la formación de anticuerpos protectores 

inespecfficos. 

Otros componentes son los aminoácidos y los polisacáridos; éstos 

últimos se encuentran unidos qufmicamente a los lfpidos. 

la fracci6n poltsacirida contiene polfmeros de glucosa. Se ha 

sugerido que parte de la pared celular y la Cera O estin inclufdos en 

un COlllJ>lejo icido mic611co-arabinogalactan(2. 3, 4). 

Todo lo anterior ha sido IDOtivo de una búsqueda exhaustiva y una 

enorme serie de investigaciones, en las que prevalece el estudio casi 

exclusivo de las •icobacterias pero, salvo aquellos casos. en que han 

sido inoculados en algunas especies ani11ales, al parecer se han descuj_ 

dado y hasta olvidado los factores de resistencia de dichas especies 

lo cual tal vez podrfa ayudar a explicar muchos puntos obscuros que 

prevalecen en relación con este 11icroorganismo tan especial. 

Patarnes1 s. 

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad microbiana que es ad­

quirida principalmente por la inhalación del bacilo de Koch • que pro­

viene de individuos enfermos y bacilfferos. Se entiende por bacilffe­

ros a aquellos que al toser. expectorar. estornudar, o al hablar elim..:!. 



nan y exhalan los microorganismos al ambiente (2 1 3, 4, 7, 6, s. 8). 

Una vez que penetran al nuevo huésped. los bacilos crecen libre-­

mente, pero la mayuria son ft1gocitados por macrOfagos ai.Veolares. 

Huchos rle los macrófagos inva· idos son destruidos debido al abu!!, 

dante crecimiento y a !as cctividade!i m~tab6i1cas del Mycobact.erium 

en su 1 nteri ar. 

Cuando ésto s.ucede, lo!: microorganismos 1 iberados son nuevamente 

faqoc1tados por neutróf11os, (qur. uor ser de vida breve, liberan por 

secunda ocasión al bacilo) o por macr6fagos jóvenes que suelen emigrar 

a los ganglios 11nfit1cos. 

Como consecuencia, se origina histológicamente una respuesta de 

tipo exudativo, que consiste en una reacción inflamatoria aguda, con 

lfquido de edema, leucocitos pal imorfonucleares y monocitos alrededor 

del bacilo. 

En este tipo de respuesta pueden ocurrir dos cosas; una. que las 

lesiones"curen", se clasifiquen y permanezcan inactivos toda la vida 

(Complejo de Ghon). y otra que evolucionen hacia un segundo tipo de 1~ 

sión y produzcan una enfermedad mortal. sobre todo en lactantes, pers~ 

nas debilitadas o pertenecientes a razas de susceptibilidad innata 

(6, 9). 

Después de la infección primaria puede haber una reactivación o -

una reinfección de la enfermedad. originándose entonces una respuesta 

de tipo productivo, la cual se caracteriza por la formación del tubé.!: 

culo. Este es un granuloma que está formado, del centro a la periferia, 

por células gigantes, células epitelioides. macrófagos, linfocitos y 
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fi brob 1 as tos. 

Como se mencionó anteriormente los macrófagos no pueden soportar 

el crecimiento abundante del Mycobacterium y por ello es que sufren la 

transformación a células epitelioides. Estas células poseen la capac..:!. 

dad de inhibir el crecimiento del microorganismo. 

Al pasar el tiempo las células epitelioides mueren y ocasionan 

necrosis central del tubérculo (caseificación). inhibiéndose entonces 

el crecimiento del bacilo en esta &rea, pero continuando en la perife­

ria del mismo. 

Después de la caseificación viene la licuefacción debida en la 

mayorfa ·de los casos, a infecciones secundarias por bacterias p16genas. 

Cuando esto sucede se observa un crecimiento explosivo del bacilo, 

por la comunicact6n del material licuado con las vfas aéreas superio-­

res y por la presencia de oxfgeno. 

Esto ocasiona ta apar1c16n de tos intensa y por ende la d1semina­

ci6n del bacilo en foraa de aerosol. La salida del 11atertal gaseoso -

origina la formac16n de una cavidad, la cual esta revestida por una 

clpsula fibrosa y constituye una barrera para ta quimioterapia, mis 

que para los mecanismos naturales de defensa (6). 

I,_,n1dad. 

Se ha comprobado que la respuesta de tipo celular desempefta un 

papel importante en la infecci6n tuberculosa. 

Esta inmunidad debe actuar tanto intra cOlllO extracelulannente. La 



primera depende de la actividad del macrófago y la segunda, de las 

condiciones ambientales en el interior del tubérculo (6). 

Como ya se mencionó, el primer paso para la formación del granul.!!_ 

mase inicia con la fagocitosis del microorganismo. Después, éstos 

son expuestos ante el linfocito T y éste a su vez responde con la pro­

liferación y liberaciOn de linTocinas, para que actuen sobre los macr~ 

fagos, desencadenando una serie de reacciones que culminan con el tu-­

bérculo. 

La estimulación linfocftica constituye un suceso inmunológico es­

pecffico. Sin embargo, los macrófagos son activados en forma inespec! 

fica, pues son bactericidas tanto para el !'.!_. tuberculosis como para 

otras bacterias intracelulares. 

El macrófago es pues, la célula encargada de la inmunidad y aun-­

que no se conoce con certeza la manera por la cual se activa, se pien­

sa que son las linfocinas las que actuan sobre los macrófagos para ma!!. 

tener un alto nivel de acción en el tubérculo (2, 6). 

Diagnóstico de laboratorio .. 

En la tuberculosis pulmonar la~ manifestaciones clinfcas dependen 

del grado de avance de la enfermedad. Asf tenemos que para establecer 

un diagnóstico a1 paciellte con una lesión inicial, se requiere de una 

radiografia toráxica y de una prueba positiva a la tuberculina, más 

que de un frotis o de un cultivo de la expectoración .. 

En cambio en las lesiones intermedias o avanzadas, en donde hay 

fiebre, caquexia, pérdida de peso, anemfa, tos crónica y hemoptisis, el 
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estudio bacteriológico constituye una parte importante para la confir­

mación del diagnóstico clinico. En estos casos la demostración del b~ 

cilo en el frotis de expectoración, constituye una prueba confirmativa 

de que la enfermedad es tuberculosis. 

Las preparaciones suelen teñirse con la técnica de Ziehl-Neelsen 

o por métodos de coloración fluorescentes (3. 4, 5, 6, 7, 8, 9). 

Cuando el material biológico no es expectoración el estudio bac-­

teriológico implica el frotis, el cultivo, pruebas bioquímicas y la 

inoculación en animales susceptibles. Debido a que: 1) el cultivo 

puede permitir el desarrollo de algunos organismos que pudieron no ha­

berse observado en el froti s teñido, ya que hay muestras que contienen 

pocos bacilos por ejem: LCR, Liquido Pleural, etc, : 2) puede dis­

tinguirse entre bacilos tuberculosos y variedades avirulentas por eje!!!. 

plo .!'.!.· smegmatis de.!'.'.!.· tuberculosis en tuberculosis renal (31): y 

(3) se puede estudiar la sensibilidad del fármaco antes de iniciar la 

quimioterapia (3). 

Para el primocultivo son preferibles los medios sólidos que con-­

tienen yema de huevo y glicerol, pues estimula el crecimiento de las 

colonias hasta alcanzar tamaftos macroscópicos. Las colonias caracte-­

rfsticas aparecen después de tres semanas de incubación (2, 3, 8). 

Con el ffn de favorecer el desarrollo del Mycobacterium y evitar 

que los contaminantes cre:ican, se emplean las técnicas de concentra-­

c1ón. 



En éstas se aprovecha la extraordinaria resistencia del bacilo a 

los ácidos y alcalis; por ejemplo, en el método de Petroff. el material 

es homogeneizado con NaOH al 4i, luego se neutraliza con HCl y poste-­

rionnente se centrifuga. El concentrada es lavado con agua estéril 

(que conteOga 100 UI/ml de penicilina) y del sedimento final se prep~ 

ran, tanto los frotis como el cultivo (3). 

Una vez obtenido el cultivo se realizan las pruebas bioquímicas, 

características f1sio16gicas y morfológicas, entre éstas las más úti-­

les son las siguientes: 

Pruebas •rfol!ígicas: 

Forma de colonia 

Pigmentación 

Pruebas fisiol6glcas: 

Desarrollo a 25ª C 

Pruebas Bioqufiñcas: 

Producción de Niacina 

Generalmente rugosa 

Color café-amari 11 o 

• • • .. • • • • • • . • • • • • • • • Negativa 

lnoculac16n en medio P.N .. B. (&) •••••••••• No hay desarrollo 

Producc16n de cata lasa .................... Positiva, las cepas 
resistentes a la 1so 
niac1da son negatiVas 

Producción de perox1dasa Positiva, las cepas 
res1 stentes a 1 a i so­
ni acida son negativas 

(il P.N.B. lledio L°"""stein - Jensen con ácido p-nitrobenzoico. 
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Rara vez es necesario o deseable recurrir a la inoculación de co­

bayos, pero cuando se lleva a cabo se inyecta en la ingle y se observa 

crecimiento de los ganglios entre 2 a 3 semanas (2), además se le praE_ 

tican pruebas cutiineas con tuberculina y. cuando Ta hipersensibilidad 

es evidente, se examinan las lesiones ·para demostrar la existencia del 

bacilo de Koch por medio de frotis (improntas) y cultivos (3). 

T1nc1ón y ic1do-res1stenc1a. 

Los colorantes son sales en las que uno de sus iones tiene un co­

lor. Asf, por ejemplo, el colorante azul de metileno, es la sal de 

cloruro de azul de raet1leno 1 que se disocia de la siguiente manera: 

Cloruro uul de •t11eno • Cloruro-+ Azul de lletlleno + 

El color reside en el ión cargado positivamente, la célula carga­

da negativamente se combina con éste y debido a la diferencia de car-­

gas se tiñe (4). 

Basándose en lo anterior, los colorantes se pueden dividir en dos 

grupos: Acidos, cuando el ión esta cargado negativamente, por ejemplo, 

eosina y nigrosina. Básicos cuando el ión está cargado positivamente, 

como en el caso del cristal violeta o la fucsina_ (4). 

La naturaleza. catiónica de estos últimas es conferida par sus con~ 

tituyentes amino y para formar complejos se ven favorecidas por sustan­

cias acld1cas (10). 

Los colorantes básicos arriba mencionados se diferencian en la 

proporción y grado en que tiñen una célula. El azul de metileno reac­

ciona en menor proporción, tardando de 30 a 60 segundos en tefíir bien 
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una preparación microbiana. El cristal violeta es más reactivo y nec!_ 

sita normalmente sólo 10 segundos. La fucsina fenicada es un coloran­

te aún más potente y necesita s61 o 6 segundos. 

El ácido micólico Juega un papel importante, tanto en la tinción 

como en la ácido·resistencfa del t!.· tuberculosis, pues fonna complejos 

estables al ácido con los tintes cristal violeta y fucsina, reteniénd~ 

Tos mediante enlaces iónicos y dando lugar a un complejo en forma de -

sal: 

Colorante• - M1colato-

Sin embargo, se ha demostrado que este enlace es débil, ya que 

con los ácidos inorgánicos fuertes el complejo se disocia, dando ácido 

micólico libre y la sal del colorante. Esto es: 

Colorante• - Mfcolato-~ Acido m1c611co + Colorante 

De acuerdo con Asselinum J. (11), el .:ir.ido micó11co libre es ca-­

paz de formar complejos con el colorante. En cambio, la mayorfa de --

1os m1co1atos, los cuales se encuentran esterificados a la al"'abinosa 

de la pared celular y 1 as variedades de cera D, son incapaces de for-­

marto. 

No obstante, Goren, Cernich y Brokl (10) han reportado que la ·to­

tal 1dad de los tipidos m1cobacterianos, incluyendo el ácido m1c011co 

complejado con el colorante, y especialmente las formas no !c1do-resi~ 

tentes estertffcadas, como el micolo11-arabintgalactana-mucopéptfdo, 

contribuyen a impedir la penetracH'in del ácido decolorante y la pérdida 

de la icido-res1stencfa puede ser debida a la carencia de este complejo 
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Por las caractedsticas anteriormente citadas, estos microorgani! 

mos no pueden teñirse como tas demás bacterias, con los métodos usua-­

les, debido a la fonnación del complejo arriba mencionado y, además 

por su resistench a la decoloraci6n con 6.cidos es que son denominados 

Bacilos Acldo-Alcohol Resistentes (BAARl. 

Historia de la tlncl6n de Zlehl-Neelsen. 

La primera técnica para observar al ~· tubercu1osis fue publicada 

por Koch en 1822. En ella se aplicaba únicamente azul de metileno y 

como colorante de contraste vesuvina, la cual servia a su vez como de­

colorante. 

Posteriormente, Ehr11ch publica la primera modificación a la tin­

ción de Koch, que consistia en la decoloración del bacilo por el ácido. 

01.trante el mismo año, la coloración de Ehrlich fue corregida por 

21ehl y ésta a su vez por Rindfleish. Posteriormente Neelsen en 1883 

combina la técnica de Ziehl con la de Ehrlich (lZ, 13}. 

Desde entonces han aparecido nuevos procedimientos de tinción de 

los BAAR, pues actualmente se disponen de más elementos, tanto de reaE. 

ttvos y colorantes, como de 1nfomact6n que permiten realizarlos. sin 

embargo, ésto nos dá una idea de que los resultados no son del todo 

satisfactorios. 

En la actualidad, la técnica de Ziehl-Neelsen es la más empleada 

en los laboratorios, aún cuando han sido ya varios los autores que re­

chazan al azul de metileno (colorante de contraste de la tinción de 

Ztehl·Neelsen)¡ entre ellos tenemos a Kremer y Wiese (14), Sayona {15) 
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y Tamási (l6). Todos ellos recomiendan no emplearlo pues en preparaci.!!_ 

nes gruesas tiñe demasiado, de tal manera que puede ocultar a los BMR. 

Por otro lado, ha sido persistente la confusión de las propieda-­

des de la técnica de Gramen el bacilo. Diversas publicaciones espe-­

cializadas en microbiologfa fracasan en señalar las caracterfstfcas 

de tfncfón de estos microorganismos. Algunos reportan una leve Gram-­

posftivfdad (2, 4, 5, 6, 17, 18), y otros más sei'lalan una Gram neutra-

l1dad (19). 

En 1933 Kretschmer (16) fue de los primeros en informar la Gramp.!!. 

sftfvfdad del bacilo, al estudiar los pasos de la tincfón de Gram sobre 

1 as mi cobacteri as. 

Hizo varias coloraciones, utilizando cristal violeta y violeta de 

g91cfana disueltos en agua y en anilina y observó que el violeta de ge~ 

c1ana en anilina penetraba mejor en el cuerpo de la bacteria. 

Con respecto al yoduro {mordente de la t1nción de Gram), el mismo 

autor informa que no tiene ninguna función sobre el bacilo y, por últ.!_ 

mo. que persistfa la acido-resistencia del Mycobacterium con esta téc­

nica. 

Por lo anteriormente señalado, se han ensayado varios procedimie.!! 

tos de t1nción para el .!!· tuberculosis, en los cuales se realzan los 

siguientes puntos: 

1. Hallar una colorK16n que tiña IÑS intens.ente a los BAAR. 

2. Encontrar la 11anera de teftir un .a,yor ntmero de ellos. 

3. Dls-1,..lr el ti- de t1nc16n. 
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4. Acortar el tiempo de búsqueda de los BAAR por campo microscó-

pito. 

Otras técnicas. 

Existen diferentes técnicas para teñir el !'.!_. tuberculosis algunas 

poco conocidas como con la de Carbal ha (20) 1 Tamási {16) y Bayona 

(15). Y otras que son las empleadas actualmente. como con la de Ziehl­

Neelsen (21} 1 la de Kinyoun {22} y la tinción fluorescente (21}. 

En la de Carbalho y Tamási 1 se agrega un agente humectante {dete!. 

gente), el cual rompe la polaridad y aumente la afinidad o la penetra­

ción del colorante al soma bacteriano. Esto lo realizan a temperatura 

ambiente y por otro lado, cambian el colorante de contraste con el fin 

de que destaquen más los BAAR. 

Sayona somete la preparación teñida a ebullición y también cambia 

el colorante de contraste. K1nyoun utiliza una carbolfucsina bastante 

concentrada, colorando al bacilo a temperatura ambiente. 

La utilización del detergente tiene como desventaja el barrido del 

frotis por la acción del mismo, sobre todo cuando la preparación no está 

bien fijada. 

La ebullición del colorante puede presentar dos problemas; primero 

romper 1 a 1 ami ni 11 a por el sobrecalentamiento y segundo, formar costras 

del colorante. 

En la t1nción fluorescente, et bacilo se tiñe a emisión de vapores 

con colorantes tales como la auramina o rodam1na. 

Este procedimiento, aunque es muy sensible no se lleva a cabo en 

15 



todos los laboratorios por requerir de un microscopio con una adapta-­

cfón especial para luz U.V. 
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lI. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA 

Para la tinción del!!· tuberculosis, en el laboratorio se emplean 

los siguientes materiales biológicos: expectoración, contenido gástrico, 

exudado pleural, LCR, etc¡ y los procedimientos a los que se someten 

son: La baciloscopfa, el cultivo de los mismo y su identificación me­

diante pruebas bioqufmicas, asi como la inoculación en animales susce..e. 

tibies. 

De todo lo mencionado, es la baciloscopfa la que se realiza primo!. 

dialmente por el corto tiempo que se emplea en ella {! 30 minutos) y 

·por que es en primera instancia, la que suelen pedir los médicos. Ad.!:, 

más, hablando económicamente, es la menos costosa. 

Las otras pruebas son bastante importantes para el diagnóstico, 

pero los inconvenientes que presentan son que, tanto la inoculación 

como el cultivo del producto, requieren de un mayor tiempo de desarro­

llo, para posteriormente realizar las pruebas bioquímicas. 

De las diferentes vias de entrada del .t!· tuberculosis en el ser 

humano, es el pulmón el órgano más frecuentemente afectado por el bac.:!_ 

lo (23). De ahi que este trabajo se base principalmente en el estudio 

de muestras de pacientes con tuberculosis pulmonar. 

Los bacilos de la tuberculosis no son mi_cr:oorganismos comensales 

y aislarlos de expectoración es patognomónica de la enfermedad, ya que 

las m1cobacterias saprófitas rara vez se encuentran en las vías respir,! 
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torfas; por esto, el hallazgo de un bacilo ácido-aléohol resistente 

en un frotis de expectoración teñido por el método de Ziehl-Neelscn. 

puede ser evidencia concluyente de tuberculosis (17). 

La tfnción con el colorante f'luorescente de auramina es un método 

sensible, que en la actualidad se esta utilizando mucho y proporciona 

un diagnóstico presuntivo. el cual se puede confirmar aplicando la 

coloración de Zfehl-Neelsen ( 17 1 24J. 

Aquf la bac11oscopfa es de gran importancia. pues permite que la 

quimioterapia se inicia al instante., sin esperar el resultado del cul­

tivo, el cual tarda varias semanas. 

Recapitulando, se puede decir que por costumbre o por desconoci-­

mfento de otros procedimientos que puedan proporcionar mejores result~ 

dos, la tinc1ón de Ziehl-Neelsen ha sido por mucho tiempo la técnica 

mas empleada en los Laboratorios de Diagnóstico Clfnfco. 

No obstante Ja técnica de Ziehl-Neelsen presenta algunas desvent_! 

jas; por ejemplo, hace dificil y tardado encontrar las mfcobacterias, 

ya que el colorante de contraste azul de metileno, en preparaciones 

gruesas tiñe demasiado de tal manera que enmascara a los BMR. Ade­

más la dificultad de poder teñirlos no se ha logrado vencer totalmente 

debido a que su contenido en grasas y ceras no es homogéneo. 

Con el ffn de mejorar Ja tinción y con esto aumentar el número de 

hallazgos en la preparación, se han publicado dff'erentes métodos en los 

que se cambian los colorante, se aplica calor o se agregan agentes hu.-
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mectantes. 

Por lo anterionnente sei\alado es que se ha elegido este proyect0 9 

esperando conseguir un método que nos permita un mejor hallazgo del ~· 

tuberculosis en el frotis y ast ayudar a la clinica en el logro de un 

diagn6stico temprano de la enfermedad. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La tuberculosis es una enfermedad que constituye un grave probl_! 

ma de salud pública en México. Por lo que resulta muy importante po­

der obtener un diagnóstico temprano de ella. Esto a veces resulta di 

ficil en pacientes que son poco baciliferos. 

Aunque la bacterioscopia es el procedimiento más utilizado para 

ayudar al diagnóstico, éste no es tan fácil de realizar pues la bacte 

ria posee caractertsticas especiales que la hacen diftcil de teñir, ya 

que contiene gran cantidad de lipidos que impiden la entrada de los ca 

lorantes. 

Por lo mismo existen diversas tinciones para el !:!· tuberculosis; 

entre ellas tenemos la de Carbalho 1 Tamási. Bayona y Kinyoun, quienes 

de alguna manera han modificado la tecnica de Ziehl-Neelsen, que es la 

más empleada en los laboratorios para el diagnóstico de los BAAR. 

Estas coloraciones se llevarán a cabo en el Laboratorio Central 

de Análisis Clínicos de la ENEP-Zaragoza. mediante la aplicación y po~ 

terior comparación de cada una de el las. en expectoraciones. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se eligirán los reactivos 

y colorantes que ayudarán a elaborar un nuevo procedimiento y así aux..!_ 

liar a la clinica en el logró de un rápido y más efectivo diagnóstico 

de la tuberculosis. 
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IV •. OBJETIVO 

Encontrar un metodo de coloraciOn senci11o y de alta sensibilidad, 

que supere a los procedimientos conocidos hasta ahora y que permita au­

mentar el hallazgo de las m1cobacterias en el diagnóstico de la tuberc_i¿ 

1os1s pulmonar. 

V. HIPOTESIS 

La combinación de colorante primario y colorante de contraste fe. 

fucsina y azul de metfleno. puede mejorarse con otras combinaciones ie. 

cristal violeta y acriflavina. que proporcionen mejor visibilidad de 

los BAAR, incluso sin la adición de agentes humectantes ni la aplica-­

cfón de calor. 
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VI. MATERÍAL Y METODOS 

Material biológico. 

Se usaron 27 expectoraciones positivas de.!:!_. tuberculosis obten.!_ 

das del Hospital General de Zona No. 25 del IMSS. del Instituto Nacio­

nal de Enfermedades Respiratorias y del Laboratorio Central de Tuberc~ 

losis y Enfer11edades del Aparato Respiratorio de la Secretaria de Salud. 

- Mechero F1 sher 

- Asa y porta-asa bacteriológica ca:lfbrada (0.4 mm de 0). 

- Soporte universal con rejilla de asbesto para tei\ir a emisión 
de vapor~s. 

- Papel filtro comercial 

Frascos goteros color a.bar 

- Matraz aforado de 100 •1 

• Vasos de precipitado de 500 •1 

- Microscopio American Optfcal • ..odelo Hicro-Star 

- cillara fotogrAfica con adaptador 

Co 1 orantes. 
~ 

- Fucsina básica Técnica Qufmica, 

- Azul de metileno Merck 

- Verde de ma 1 aqu1 ta Sigma 

- Azul de toluidina Sigma 

- Safranina Sigma 

S.A. 
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- Acriflavina 

- Cristal violeta 

Reactivos_ 

- Fenol 

- Acido sulfúrico 

- Alcohol del 95t 

- Trfetilenglicol 

- Tween 80 

Oxalato de amonio 

- Aceite de inmersión 

Metodologia. 

Merck 

Sigma 

Baker 

Baker 

Baker 

Glicoles de México, S.A. 

Merck 

Técnica Química, S.A. 

Herck 

Normalmente, en un Laboratorio de Anillisis Clínicos. para Tabús­

queda de BAAR en expectoración se hace sólo un frotis de 1 a muestra y 

se tiñe con la técnica de Ziehl-fleelsen. Si ésta es positiva. se repn_: 

ta como probable !:!_. tuberculosis y se califica con crui::es la cantidad 

de bacilos presentes, a menos de que se pida un cultivo. 

Para la realización del trabajo, se emplearon 27 expectoraciones 

positivas de!:!· tuberculosis calificadas con tres cruces, obtenidas b! 

jo condiciones adecuadas y proporcionadas por el Hospital General de 

Zona No. 25 del IMSS, por el Instituto Nacional de Enfermedades Respi­

ratorias y por el Laboratorio Central de Tuberculosis y Enfermedades 

del Aparato Respiratorio de la Secretaria de Salud. 

Se realizaron varias preparaciones de cada una de ellas, calcula!!_ 
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do tener siempre la misma cantidad de bacilos; para ello las muestras 

se estuvierón agitando y mezclando convenientemente y se tomaron can­

tidades iguales con un asa calibrada (0.4 rrm de 0 . 0.01 ml). 

De esta manera se preparaba en forma casi simult5nea, el número 

de laminillas que se fueran a ocupar al realizar las tinciones. 

Una vez hechas, la primera se teñia con Ziehl-Neelsen, para tener 

un modelo de comparación de la visibilidad del bacilo, con respecto de 

las otras técnicas. 

En cuanto a la intensidad de color y a la comparación de una me­

jor visibilidad de dichos gérmenes, que son las características princ.:!_ 

pales en las que se basa este trabajo, se hizo un "jurado óptico"¡ va­

rios compañeros y la autora de este trabajo calificaban con cruces los 

frotis observados. 

Además de las tinciones con las que se iba a comparar el Ziehl­

Neelsen, se trató de _desarrollar otra técnica en la que se empleará 

el cristal violeta como colorante primario y esto se logró al utilizar 

diferentes disoluciones del mismo. 

Durante el desarrollo del presente trabajo, se hicieron bastan-­

tes frotis más de los que vienen consignados en los cuadros. Partiendo 

de la experiencia necesaria para dominar cada una de las técnicas, has­

ta lograr un resultado satisfactorio en cada una de el las. 

No se aplicaron métodos de concentración a ninguna de las mues--­

tras, ni se real izaron tinciones fluorescentes, considerando que no en 

todos los laboratorios se cuenta con los elementos de seguridad ni 

con el equipo necesario para llevarlos a cabo. 
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Los frotis se colorearon por los siguientes métodos: 

Tincián de Ziehl-Neelsen. 

1. Fijar la preparación suavemente al calor 

2. Teñir el frotis con carbolfucsina por 5 minutos. calentando a 
emisión de vapores. No dejar hervir, ni permitir que se se-­
que. 

3. Enjuagar con agua 

4. Decolorar con alcohol-icido por 1 minuto 

5. Enjuagar con agua 

6. Contrastar con azul de 1tet11eno durante 30 segundos 

7. Lavar con agua y secar al aire 

Ttnctiln de Byona. 

1. Fijar la preparación suavemente al calor 

2. Cubrir la preparación con carbofucs1na durante 2 minutos 30 se 
gundos. calentándola hasta llevarla a ebul11ci6n, sin dejar se 
car la preparación. Dejar enfriar -

3. Enjuagar con agua, y luego decolorar con alcohol-ácido por 1 -
minuto 

4. Lavar con agua y contracolorear con acr1flavina por 1 minuto 

5. Lavar con agua y secar al aire 

Tlnctiln de Carbalho. 

1. Cubrir la preparación fijada al calor con una solución acuosa 
de tween 80, durante 10 minutos 

2. Lavar con agua y cubrir la preparación con una solución de car 
bolfucsina de Ziehl-Neelsen durante 4 minutos, a temperatura -
ambiente 

3. Escurrir la lámina y decolorar con alcohol-ácido hasta que deje 
de fluir color. 
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4. Lavar con agua 

5. Cubrir la preparación con una solución acuosa de verde de mal.! 
qui ta durante 1 minuto 

6. Lavar con agua y secar al a1re 

Ttnctón de Ktnyoun. 

l. Fijar la preparación suavemente al calor 

2. Cubrir la preparación con la carbolfucsina de Kinyoun por 5 m! 
nutos a temperatura ambiente 

3. Lavar con agua 

4. Decolorar con alcohol-ácido por un minuto 

5. Lavar con agua y contracolorear con azul de metileno por 30 se 
gundos 

6. Lavar con agua y secar al aire 

Ttnctón de TMásl. 

1. Fijar la preparación suavemente al calor 

2. Cubrir el frotis con una solución de azul de toluidina en tri!_ 
tilenglicol por 15 minutos 

3. Lavar con agua 
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4. Añadir el alcohol-ácido gota a gota hasta que deje de fluir color. 

5. Lavar con agua 

6. Contrastar con safranina 

7 Lavar con agua y secar a 1 aire 

SUstituctón ele la fucsina por el cristal vtoleta en la técnica de 

Ztehl-lleelsen. 

1. Realizar los mismos pasos que para la técnica de Ziehl-Neelsen 9 

pero utilizando el cristal violeta fenolado como colorante pri-

111ario. 



5ust1tuc1on de la fucsina por el cristal violeta en la técnica 

de BQOna. 

1. Realizar los mismos pasos que para la técnica de Bayona, pero 

utilizando el cristal ·violeta fenolado como colorante primario. 

Sust1tuc16n de le fucsina por el cristal violeta en la técnica de 

ltinyoun. 

1. Fijar la preparación suavemente al calor 

2. Cubrir la preparación con la solución de cristal violeta con-­
centrado por 5 minutos a temperatura ambiente 

3. Seguir los mismos pasos que para la técnica de Kinyoun 

SUstitucion de la fucsina por el cristal violeta en la técnica de 

Carbal ha. 

l. Realizar los mismos pasos que para la técnica de Carbalho pero 

utilizando el cristal violeta fenolado como colorante primario. 

SUstituct6n del azul de toluidina por el cristal violeta en la Uc 

nica ele T-si. 

1. Realizar los mismos pasos que para la técnica de Tamási, pero 

utilizando el cristal violeta en trietilenglicol como coloran­

te primario. 

Ttnct6n con cristal violeta acuoso (26) 

1. Fijar la preparaci6n suavemente al calor 

2. Teñir el frotis con la solución de cristal violeta acuoso por 
5, 10, 15, 20, 25 ó 30 minutos; a temperatura ambiente. 

3. Enjuagar con agua 

27 



4. Decolorar con alcohol-ác1do por l minuto. 

S. Enjuagar con agua. 

6. Contrastar con acriflavina por minuto. 

7. Lavar con agua y secar al aire. 

Ttnci6n con cristal violeta oxalatado (9) 

1 .. Fijar la preparación suavemente al calor. 

2. Teñir el frotis con la soluc16n de cristal violeta oxatatado 
par s. 10, 15, 20, 25 ó 30 minutos a temperatura ambiente. 

J. Lavar con agua. 

4. Decolorar con alcohol-ácido por 1 minuto. 

5 .. Contrastar con acriflavina por 1 minuto. 

6. Lavar con agua y dejar secar al aire. 
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VII. RESULTADOS 

De todos los frotfs que fueron teñidos se obtuvieron los siguien­

tes resultados: 

Como es habitual, en la coloración de Ziehl-Neelsen se observaron 

los BAAR rojos y el contraste azul. 

Con la tinción de Sayona, los bacilos se apreciaron de color rojo 

intenso. sobre todo ante el contraste amarillo, lográndose como conse-­

cuencia una visibilidad tan buena o mejor que en el Ziehl-Neelsen. 

En el ca_so de la aplicación de la técnica de Zfehl-Neelsen a tem­

peratura ambiente, los bacilos se observaron de un color rojo pálido 

ante un contraste azul dando con ello,. una regular visibfl idad. Lo mi~ 

mo ocurre con las técnicas de Carbalho y Kinyoun, pero éstos ante un 

contraste verde y azul respectivamente. 

Al comparar la técnica de Tamási con la Ziehl-Neelsen a temperat~ 

ra ambiente, se apreció que la segunda brinda una mejor visibilidad, 

ya que en la primera los bacilos no se observaron. (Cuadro 1). 

ZIEHL-HEELSEH BAYOHA CAABALHO KIHYOUH TAMASI 

Emisión de va- Temp. amb. Ebullición Temp.amb. Temp.amb. Temo.amlJ 

XXX XX XXX 
XXX XX XX 
XXX XX XX 
XXX XX X 
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Las cruces indican lo siguiente: 

XXX Buena visibilidad de los bacilos en los frotis observados. 

XX Regular visibilidad de los bacilos en los frotis observados 

X Mala visibilidad de los bacilos en los frotis observados. 

En el Cuadro 2 se advierte que el colorante de contraste de la 

técnica de Sayona (acriflavina) es el que dá la mejor visibilidad del 

bacilo al aplicarlo en cualesquiera de las técnicas descritas. excepto 

en la de Tamási. 

al.JE A2IL IE EIEIE lllJURAYlll\ -~ 
IElWll lllAJJI1ll 

TDClllt 

ZIDL EMISI!ll IE 
VAl'!KS XX XX XXX X 

f&LSEll TEM'ERAll.RA 
f+BIENlE XX XX XXX X 

BAYO NA XX XX XXX X 

CARBALHO XX XX XXX X 

KINYOUN XX XX XXX X 

TAHAS! X X X X 

Notaci~n: Igual que Cuadro 1. 

Por otra parte en el Cuadro 3 evidencia que el cristal violeta dá 

tan buena visibilidad como la fucsina, en las técnicas donde se aplica 

calor. Asf mismo, en las coloraciones realizadas a temperatura ambiente 

se observó que et cristal violeta dá una intensidad de color bastan-
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te aceptable, mejorando notablemente la v1s1bi 11dad del bacilo aún en 

la· técnica de Tamás1. 

TllCIOll~ FUCSlllll AZUl DE CRISTAL 
TDLUIDlllA VIOLETA 

ZIEHL-NEELSEN XXX XXX 

SAYONA XXX XXX 

CARBALHO XX.' XX 

KINYOUN XX XX 

TAMASI X XX 

llotact6n: Igual que el Cuadro 1. 

En el Cuadro 4 se aprec1~ que con todas las soluciones de cristal 

violeta se obtiene una buena visibilidad del Mycobacterium a partir de 

los 20 minutos de aplicado el colorante. 

ZIDL-tel.lEI IMRfll Kill'lllll m..lra. 
IEIJlllll. 

OUSlllL Yilli OUSlllL OUSIJL ausr.11. 
TAFDllAD- YlllEDI - Y1ll.Ell\ YlllEDI 

fDllJQ) 1111:. IMJllllD 
+ 1llDI 81 

li' XX XX XX XX XX XX 
10' XX XX XX XX XX XX 
15' XX XX XX XX XX XX 
20' XXX XXX XXX XXX XXX XXX 
25' XXX XXX XXX XXX XXX : XXX 
30' XXX XXX XXX XXX XXX XXX 

lt>tacHln: Igal al amo l. 

31 



S1n embDrgo, con dilución acuosa de cristal violeta al 0.6% la 

tinción del !1· tuberculosis se logra en sólo 5 minutos, tiempo que fue 

suficiente para producir una buena visibilidad. Una ·;gual intensidad 

de color se puede lograr con una dilución tan baja como 0.1% de cris-­

tal violeta, aunque ésta requiere cuando menos de 20 minutos de ti n-­

ción Cuadro S. 

~ O.lS 0.2 S 0.3 s 0.4 s 0.5 s 0.6S' 

MPD 

5' X X X X X X X X X X X X X 
10' X X X X X X X X X X X X X 
15' X X X X X X X X X X X X X X X X 
20' X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
25' X X X X X X X X X X X X X X X X X X 
30' X X X X X X X X X X X X X X X X X X 

Notación: igual que el Cuadro 1-
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS 

En la t1nción del ~- tuberculosis la aplicación del calor, ya sea 

a emisión de vapores como en la técnica de Ziehl-Neelsen o a ebulli--­

ción, como en la de Sayona, permite una mejor coloración de Jos BAAR. 

La ebul lución tiene la ventaja de teñir a los bacilos mucho mejor 

que a emisión de vapores. Esto tal vez es debido a que, al aumentar -

1 a temperatura 1 as ceras de 1 a pared ce 1u1 ar bacterf ana se reb 1 andecen 

más, facilitándose la penetración del colorante de modo que el bacilo 

adquiere un color rojo intenso que Jo hace destacar. Por esta razón, 

de las tinciones con las que se comparó el Ziehl-Neelsen, Ja de Sayona 

es la más efectiva. Otra ventaja de llevar il ebullición es que se 

acorta el tiempo de tinción. 

No obstante. las altas temperaturas tienen la desventaja de indu­

cir la formación de costras del colorante, que ocasionalmente pueden 

interferir en la lectura. pués son diffci les de eliminar, también se 

corre el riesgo de que el portaobjetos estalle por el calor excesivo. 

De acuerdo con algunos autores. la adición de agentes humectantes 

o el empleo de colorantes concentrados, mejora la tincfón y la visibi­

lidad de los BMR. Para verificar la conveniencia de utilizar tales 

recomendaciones,, se trabajó con la carbolfucsina de Ziehl-Neelsen a -

temperatura ambiente, observándose lo siguiente: 

En Ja tinción de Carbalho, la combinación del Tween 80 con carbal 

fucsina al parecer no es necesaria, ya que de todas maneras la carbal-
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fucsina sola tiñe a los BAAR. 

Algo parecido ocurre con el método de Kinyoun; en éste se utiliza 

una fucsina más concentrada que la acostumbrada. pero en ambas técnicas 

los bacilos se tiñen con la misma intensidad a temperatura ambiente 

(Cuadro 1). 

Lo anterior se puedo apreciar también posterionnente. cuando se 

uti 11zó el cristal violeta como colorante primario (Cuadro 3). 

En este estudio la tinción de Tamási no funcionó a pesar de que 

se siguieron rigurosamente las indicaciones del autor en la preparación 

de los reactivos. 

Las diferentes técnicas hablan de la importancia del colorante 

de contraste para una mejor visibilidad de .t!· tuberculosis; pues los 

colorantes de tonalidades obscuras tienden a enmascarar a los BAAR en 

las partes más gruesas del frotis. en dende suelen quedar atrapados e.!!_ 

tre células y mucosidad-cierta cantidad de ellos. 

Esto se puede confirmar en el Cuadro 2, pues al utilizar un col~ 

rante de tonalidad clara (acriflavina) se facilita la observación y d.!. 
ferenciación de 1os bacilos. permitiéndo una mejor visibilidad de ellos 

(aún en las técnicas donde el colorante primario se utiliza a temperat~ 

ra ambiente) y disminuyendo asi el tiempo de búsqueda por campo micros­

cópico. 

Tomando como referencia que los colorantes primarios para teñir 

al M. tuberculosis son básicos. se utilizó el cristal violeta (colorante 

también bcis1co y de fcicil adquisición en cualquier laboratorio) para 

realizar la tinción del bacilo. sustituyéndolo por la fucsina y el 
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azul de toluidina que se eíllplean en las técnicas arriba mencionadas 

(Cuadro 3). 

La sustitución de los colorante. dió buenos resultados tanto en 

las técnicas en donde se aplicó calor como en las que se realizaron a 

temperatura ambiente. 

Aplicando calor al cristal violeta. los BAAR se colorearon tan 

bien o mejor que cuando se utilizó la fucsina. A temperatura ambiente, 

el cristal violeta dá la misma intensidad de color que la fucsina y e.! 

tos dos colorantes superaron al azul de toluidina en cuanto a la visib.!. 

lidad del bacilo. 

El contraste utilizado en esta parte y en las observaciones subs.!. 

guientes, fué la acriflavina pues como ya se habia mencionado lo claro 

del contraste permite una mejor visibi~idad del bacilo. 

comO las soluciones que se prepararon con cristal violeta colore~ 

ron regularmente al bacilo a temperatura ambiente, se pensó en variar 

el tiempo de tinción y en utilizar el cristal violeta oxalatado y el 

cristal violeta acuoso de la técnica de Gram, observandose que todas 

estas soluciones tiñen por igual a los BAAR (Cuadro 4). Esto es muy 

importante pues la tinc16n del !!: tuberculosis con cristal violeta ha 

sido motivo de controversia en Ta literatura. 

El mismo Cuadro 4 evidencia que es a los 20 minutos de coloración 

cuando hay una buena visibilidad del bacilo. 

También se aprecia que el empleo de los agentes humectantes 

(Tween 80 y Trieti lenglicol) no son necesarios, pues el cristal violeta 
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en dtJUd tii\t! cun la nihma inltmsidad. Lo mismo ocur're con el cristd\ 

violeta fenolado y el oxdlalddO. 

El hecho de que el c;istal v1oleta ttñera bien a los DAl\li es sor­

premlcmte, pues la btbltoyraffa consultada reporta que los 1ip1dos mi­

cobacterhnos proveen al género de un11i bdrrera h~drofóldca que impide 

1ci peAetr•c16'1 de soluciones acuosas. 

Por lo •nctonado anteriormente, y adcruás por ser la solución mis 

simple se s1gutó trabajando con el crlstal violeta disuelto en agua, 

procediéndose a evaluar dherus concentnctones y distintos tien1)(15 

de tinción; de esta evaluación se concluye que h solución de crtltal 

vto1Ha al 0.61 permite tel'ltr 11 bacilo en un tterupo mtntmo de 5 •tnu-

tos. 

Estos resuludo¡ sun muy importantes pues se lugr11 una técntc4 

mh fácil pan teftir al !:!_. tub~rcu1os1s la cual se real1zi1 a te11pe­

ratura alllbtenle, en un ti"'PQ de 5 minutos, -.pledndo un culorante ,r.!. 

11ario y de contraste dtferentes a los utiliHdos c9murunente, y lo ais 

importante que proporciona una buena wis1b11tdad. 

Cm> la ut11tzación del cristal wiole\.d para la ttnción del bACt-­

lo podrh ser puesu en duda por l.ls razone¡ Al"riba uiencionadas. par• 

verificar la validez de h t6cnica 1ie 11evaron a cabo frotis adiciona-

les, por una parte .con una cepa pura de ~· aureus y por otra con 11 mi_! 

1wa expectoractOn positiva. 

Como ae esperallcti, la cepa de !· ~ sólo tomó el color del 

contraste (Mar111oJ ya que las bacterias que 110 son bacilos de la tu­

berculosis no suportan la acción del alcohol-ácido¡, en cambio en la e.! 
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pl!t:lOr".1Cit'.in, l1111,u111i:11lc I~:. 11.1cllos se t1ncn111 de culu1· v1ulcta yu qut: 

·todos los dcmib micro~U-tJJfli::.111.io; co11t.11utn.mtcs, que pudic1·.1n c:>LJ1' en 

tus frotl,s, 4uella11 coníundiJus con el coutroHc. 

(~tu confir'md Id val h11H di.! 111 técnica p1·upuestd con cri::itdl vio-

.t~td duuclto tm dlJU&l pur.i ob-:.crvJ.1° e idcnltf1c.ir el bJcl lo de Id tu--

bcrcu10~1~. 

Es 1mportdnte d9r1:::~or, que cadu. ti1~ci6n se repitió vartias veces 

para confirmdr 1.1 cu11?1.istc11cia dt! tos resullados aqwi prc:.cnt.idus. 
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IX. CONCLUSIONES 

1. Este estudio dió la oportunidad de desarrollar una técnica P.!. 

ra teñir a los BAAR. empleando cristal violeta disuelto en 

agua como colorante primario y a la acriflavina como coloran­

te de c9ntraste a temperatura ambiente. 

2. En esta técnica. al aumentar la concentración de cristal vio­

leta en solución acuosa (hasta 0.6%) se acorta el tiempo de 

tinc16n de 20 a 5 minutos. 

3. Al contrastar con amarillo (acriflavina) na existe el riesgo 

de que los bacilos se oculten, como ocurre con los colorantes 

de tonalidades obscuras. 

4. Asi mismo el empleo de colorante:: concentrados ie: tinción 

de Kinyoun, o de agentes humectantes ie: tinciones de Tamá-­

si y carbalho no mejora la visibilidad del bacilo. 

5. La sustitución del azul de toluidina por el cristal violeta -

en la técnica de rama.si mejora notablemente la visibilidad de 

los BAAR. 

6. Todas las decoloraciones se hicieron con alcohol-ácido para 

evitar dudas acerca de que no fueran bacilos ácido-alcohol 

resistentes. 
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x. Aia:xo 

Colecci6n de las -..estraS cltnicas. 

Es importante explicar e instruir al enfermo que debe de juntar la 

secreción bronquial que se produce con la tos. ya que la saliva o la 

secreción buconasal no son útiles. 

51 el paciente expectora. se puede solicitar el primer esputo de 

la mañana que generalmente es el más abundante de bacilos. Debe propo!. 

cionársele un frasco ésteril, de boca ancha con un buen cierre, ya 

sea de plástico o de vidrio. 

Es conveniente que la muestra no sobrepase 1/4 del volumen del re 

ci pi ente, para que no se ti re al transportarse. 

La muestra puede mantenerse hasta una semana en refrigeración. 

Preparacion de colorantes y soluciones. 

1. Trfet1leng11co1 al 1% en agua (solución A) azul de toluidina 

al O. lS (aforándolo con la solución A). 

2. Solución acuosa de verde de malaquita al 5% 

3. Azul de metileno al 0.5% en agua destilada 

4. Fucsina básica 0.3 g disuelta en 10 ml de etanol al 96% (sol.!!, 

c16n Bl 

Fenal al 5% en agua destilada (solución C) 

Mezclar la solución B con la solución e 

5. Safran1na al 0.5% en agua destilada 

E~A 
S;Jlil 

TESIS 
~E LA 

~ !'nl( 
kr.üi..•".' i:.~A 
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6. Disolver lg de acrlfhvlna en l •l da etanol al 961 y aforar 

a 100 •I con agua destilada. 

7, Fucsina da Klnyoun. 

Fucsina bblca 

Fenol 

Alcohol al 96\l 

Agua destilada 

4 g 

8 •l 

20 .1 

100 •l 

Disolver la fucsina en el alcohol y agregar lent-nte el agua 

agitando al •l.., ti-. Derretir el fenol en un bafto urfa 

a 36"C y agregar 8 •1 al colorante. utilizando para ello una 

pipeta con bulbo de g .... 

a. T- 80 al lDS en agua destilada. 

9. Cristal violeta 10 g disueltos en 100 •I de etanol al 961 (s.!!. 

luc16n DI. 

Ox1lato de amonio, soluci6n acuosa al 11 (so1uc16n E) 

Mezclar 20 "'' de la solucl6n D y 8D 111 de 11 solucl6n E. 

10. SoluclOn de cristal violeta al o. is en agua destilada. 

11. soluciones de cristal violeta desde o.za 0.61 acuoso. 

Sust1tuc16n de la fucsina por el cristal v'ioleta. 

12. Cristal violeta 0.3 g disuelto en 10 ml de etanol al g51 (so­

lucl6n Al. 

Fenol al 51 en •gua destilada (solucl6n BI 

Mezclar la soluc16n A con la soluc16n B. 

13. Cristal violeta 

FllflDI 

Alcohol al 961 

Agua destl lada 

4g 

8 •l 

20 •1 

100 •1 
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Disolver el crlstll violeta en el alcohol y agregar lent-n­

te el agua aglt&ndo al •i- ti-. Derretir el fenol en un 

Niio •rfa a 36°C y agrevar 8 •I al colorante, uttltzando para 

ello una pipeta con bulbo de gc>1111. 

Sustituci6n del nul de toluidina por el cristal violeta. 

14. Trlettlenglicol al 11 en agua (soluc16n Al. 

Cristal violeto al o. IS aforlndolo con la soluc16n A. 
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