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1. INTRODUCCION

La tuberculosis pulmonar como problema de salud.

Todas aquellas organizaciones que luchan contra la tuberculesis
estdn de acuerdo en calificar a esta enfermedad, como unc de los pro--
blemas de salud mis importantes, sobre todo en los paf¥ses cuyas condi-
ciones econémicas, sociales, sanitarias y culturales son semejantes a

las que privan en la Repiiblica Mexicana.

Lo anterior se puede apreciar con los Gltimos datos estadisticos
aportados por la Direccion General de Bioestadistica de la Secretaria
de Salud ($$) en el afio de 1975, en donde se dice que la tuberculosis
ocupd el decimo primer lugar entre las causas de defuncién, con tasa

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

Morbilidad y mortalidad.

En 1976 se descubrieron 10 961 enfermos de tuberculosts pulmonar,
1o que equivale a una tasa 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 pafs.

E1 andlisis de morbilidad en los G1timos cuatro afios, demuestra
que no ha habido unz disminucibn significativa en lo que respecta a la
notificacidn de casos nuevos, tamto en la forma pulmonar, como en las

variedades de tuberculosis extrapulmonar.



Segin datos oficiales en relacidn con sujetos menores y mayores
de 15 aiios (considerando los ultimos 10 afios en que se disponen de
datos estadisticos), en ambos grupos la mortalidad por tuberculosis va

en descenso pero predomina en los sujetos mayores de 15 afos {1).

Relevancia econdmica-social.

La enfermedad tiene una gran tascendencia econdmica-social, pues
to que ataca en Ta €poca mas productiva de Ta vida, cuando el sujeto -
es jefe de famtlia o como en el caso de 'a mujer, cuando es indispensa

ble para la actividad del hogar.

Es una enfermedad crénica que ocasiona dafio arganico por las te-
siones pulmonares que produce (tuberculosis pulmonar} y psicelégico,
por la preocupacidn que para el enfermo implica el riesgo de transmi--

tirla al medio familiar,

Morfologfa y fisiologia.

E1 M, tuberculosis presenta una morfologia bacilar de bastones
delgados, algunas veces ligeramente curves de 0.2 a 0.6/de diimetro y

de 0.5 a 4/“. de largo (2, 3, 4, §).

Las micobacterias se presentan aislados, pero a veces se observan
en grupos peguefios y ocasionalmente como masas compactas, donde se pug

den distinguirse los bacilos individuales (2).

E1 bacilo de la tuberculosis no es mGvil ni formador de esporas.
En ocasiones se observan dentro de las células cuerpos pequefios, que
se colorean intensamente y cuya presencia se ha interpretado en varias

formas, pero se cree que sean acumulaciones de polifosfato.



A menuydo se observan vacuolas de lipidos, que se tifien intensa--
mente con colorantes lipofilicos, e incluso le pueden dar el aspecto -

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

Es aerobio estricto y de creéjmiento lento, ya que su tiempo mas
corto de generacion es de 12 a 18 horas y no suele apreciarse crecimien
to visible, aiin en las mejores condiciones, antes de 15 dias. Casi
siempre son necesarias por lo menos tres semanas para que sea evidente
el desarrolio, el cual se ve favorecido con un pH de 6 a 8 y con un ran

go de temperatura entre 30 y 42°C (Gptima 37°C).

En el medio de cultivo suele formar coleonias caracteristicas de un
color café-amarillento, rugosas, secas y de tipo eugdnico o sea que 1le

ga a presentar un desarroilo exuberante,

Para estimular su crecimiento se puede afiadir a los medios de cul
tivo cidos grasos y para estudios cuantitatives se han introducido de
tergentes no i6nicos, como el tween 80 que promueve crecimientos dis--
persos por la ruptura de la tensifn superficial e interfacial del me--

dio de cultive 1iquido (2, 4, 5, 6).

Aunque puede crecer en los medios sintéticos mis sencillos, es
préctica comin durante l1a elaboracién diagrdstica utilizar un medio
compiejo como es el de Lowenstein-Jensen, pues resulta satisfactorio -

para realizar 1a mayorfa de las investigaciones.

Composicién quimica.

La composicidn quimica de las micobacterias ha sido 1a mas estu--
diada de todas tas bacterias, ya que son de particular interés por su

alto contenido en Vipidos, los cuales pueden constituir hasta el £02



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

Esta riqueza en 1ipidos probablemente pueda explicar las propieda

des que caracterizan a estos microorganismos; por ejemplo la relativa

impermeabilidad a los cotoranteg,ia alcohol dcido resistencia, asi co-

mo el ser refractaric a la accidén letal de acidos y alcalis y tal vez

a su crecimiente lento, etc. (2, 3, 6, 7).

Se ha comprobado que estos 1ipidos estan compuestos principalmen-

te de:

1.

w

En

Fosfolipidos que incluyen l1a cardiolipina, fosfatidiletanolami
na, fosfatidil-inositol, monofosfatidil-inésidos.

Los cidos grasos constituyentes de estos fosfolipidos son de
diversa indole; entre ellos se encuentran los bien conocidos

acidos palmftico, lindleico y linolénico, junto con los acidos
ftioico y tuberculoestedrico, que son exclusivos de las mico--

bacterias.

Los acidos micdlicos, una familia de los dcidos grasos
=< -alquil, /8 -hidroxil, forman una parte principal de
los constituyentes de la pared celular y frecuentemente se en-

cuentran esterificados con arabinosa.

Los glucclipidos son de naturaleza variable, incluyenda al fac
tor corddn, el cual contiene acide micélico (6, 6 dimicoloil-

D-trehalosa), sulfolipidos y amino acidos.

1o que respecta a las respuestas tisulares y a las reacciones

de senéibﬂidad la Cera D y al Factor corddn han sido los mas estu~



diados.

De la primera se sabe que posee diversas actividades bioldgicas,
de las cuales la mis conocida es su comportamiento como adyuvante en
1a respuesta inmunoldgica er induccion del interferdn; del segundo se
sabe que estd directamente re1ac1nr'|ado con la virulencia, con la 1"".
duccion del interferdn y con la formacion de anticuerpos protectores

inespecificos.

Otros componentes son los aminodcidos y los polisacdridos; éstos

G1timos se encuentran unides quimicamente a los Tipidos.

La fracci6n polisacarida contiene polimeros de glucosa. Se ha
sugerido que parte de la pared celular y la Cera D estdn inclufdos en

un complejo dcido micdlico-arabinogalactan(2, 3, 4).

Todo lo anterior ha sido motivo de una biisqueda exhaustiva y una
enorme serie de investigaciones, en las que prevalece el estudio casi
exclusivo de las micobacterias pero, salvo aguellos casos en que han
sido inoculados en algunas especies animales, al parecer se han descui
dado y hasta olvidado los factores de resistencia de dichas especies
1o cual tal vez podria ayudar a explicar muchos puntos obscuros que

prevalecen en relacidn con este microorganismo tan especial.
Pati sis.

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad microbiana que es ad-
quirida principalmente por la inhalacidn del bacilo de Kech , que pro-
viene de individuos enfermos y baciliferos. Se entiende por bacilife-

ros a aquellos que al toser, expectorar, estornudar, o al hablar elimi



nan y exhalan los microorganismos al ambiente (2, 3, 4, 7, 6, 5, 8).

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

mente, pero la mayuria son fagocitados por macréfagos alveolares.

Muchos de los macrdfagos inva' idos son destruides debidv al abun
dante crecimientc y a las zctividades metabdiicas del Mycobacierium

en su interior.

Cuando ésto sucede, lo: microorganismos l1iberados son nuevamente
faqocitados por neutrdiilos, (que por ser de vida breve, liberan por
sequnda ocasidn al bacilo) o por macréfagos jovenes que suelen emigrar

a tos ganglios tinfiticos.

Como consecuencia, se origina histolégicamente una respuesta de
tipo exudativo, que consiste en una reaccidn inflamatoria aguda, con
11quido de edema, leucocitos polimorfonucleares y monocitas 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 12
sidn y produzcan una enfermedad mortal, sobre todo en Jactantes, perso
nas debilitadas o pertenecientes a razas de susceptibilidad innata‘

+

(6, 9).

Después de la infeccidn primaria puede haber una reactivacion o -
una reinfeccién de la enfermedad, originindose entonces una respuesta
de tipo productivo, la cual se caracteriza por 1a formacion del tubér
culo. Este es un granuloma que esta formado, del centro a la per1feria.

por células gigantes, c&lulas epitelioides, macrdfagos, Iinfocitos y



fibroblastos.

Como se menciond anteriormente los macrdfagos no pueden soportar
el crecimiento abundante del Mycobacterium y por ello es que sufren la
transformacién a células epitelioides. Estas células poseen 1a capaci

dad de inhibir el crecimiento del microorganismo.

Al pasar el tiempo las células epitetioides mueren y ocasionan
necrosis central del tubérculo (caseificacidn), imhibiéndose entonces
el crecimiento del bacilo en esta drea, pero continuando en la perife-

ria del mismo.

Después de la caseificacion viene la licuefaccidn debida en ja

mayorfa-de los casos, a infecciones secundarias por bacterias pldgenas.

Cuando esto sucede se observa un crecimiento explosivo del bacilo,
por 1a comunicacion del material licuado con las vias aéreas superio--

res y por la presencia de oxigeno.

Esto ocasiona la aparicidn de tos intensa y por ende la disemina-
cidn del bacilo en forma de aerosol. La salida del material gaseoso -
origina ta formacién de una cavidad, la cual esta revestida por una
clpsula fibrosa y constituye una barrera para la quimtoterapia, mas --

que para los mecanismos naturales de defensa (6).
Inmunidad.

Se ha comprobado que 1a respuesta de tipo celular desempefia un

papel importante en la infeccién tuberculosa.

Esta inmunidad debe actua';- tanto intra como extracelularmente. La



‘primera depende de la actividad del macr&fago y la segunda, de las

condiciones ambientales en el interior del tubérculo (6).

Como ya se mencion5, el primer paso para la formacién del granulo
ma se inicia con la fagocitosis del microorganismo. Después, éstos
son expuestos ante el linfocito T y éste a su vez responde con la pro-
liferacidn y 1iberacidon de linfocinas, para que actuen sobre los macrd
fagos, desencadenando una serie de reacciones que culminan con el tu--

bérculo.

La estimulacidn linfocftica constituye un suceso inmunoldgico es-
pecifico. §in ewbargo, los macrdfagos son activados en forma inespeci
fica, pues son bactericidas tanto para el M. tuberculosis como para

otras bacterias intracelulares.

EY macrdfago es pues, la célula encargada de la inmunidad y aun--
gue no se cenoce con certeza la manera por la cual se activa, se pien-
sa que son las linfocinas las que actuvan sobre los macrdfagos para man

tener un alto nivel de accidn en el tubércule (2, 6).

Diagnéstico de Laboratorio.

En la tuberculosis pulmonar las manifestaciones clinicas dependen
del grado de avance de la enfermedad. Asi tenemos gue para establecer
un diagndstico al paciente con una lesidn inicial, se requiere de una
radiografia tordxica y de una prueba positiva a la tuberculina, mas

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

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

fiebre, caquexia, pérdida de peso, anemfa, tos crinica y hemoptisis, el



estudio bacterioldgico constituye una parte importante para la confir-
macion del diagndstico clinico. En estos casos la demostracién del ba
cilo en el frotis de expectoracidn, constituye una prueba confirmativa

de que la enfermedad es tuberculosis.,

Las preparaciones suelen tefiirse con la técnica de Ziehl-Neelsen

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

Cuando el material bioldgico no es expectoracidn el estudio bac--
terioldgico implica el frotis, el cultivo, pruebas bioquimicas y la
inoculacion en animates susceptibles. Debido a que: 1} el cultivo
puede permitir el desarrollo de algunos organismos que pudieron no ha-
berse observado en el frotis teiiido, 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 ejem
plo M. smegmatis de M. tuberculosis en tuberculosis renal (31): y
(3) se puede estudiar la sensibilidad del farmaco antes de iniciar la

quimioterapia (3).

Para el primocultive son preferibles los medios sélidos que con--
tienen yema de huevo y glicerol, pues estimula el crecimiento de las
colonias hasta alcanzar tamafios macroscopicos. Las colonias caracte--

risticas aparecen despuds de tres semanas de incubacidn (2, 3, 8).

Con el fin de favorecer el desarrollo del Mycobacterium y evitar
que los contaminantes creycan, se emplean las técnicas de concentra=-=-

cian.
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En éstas se aprovecha la extraordinaria resistencia del bacilo a
los acidos y alcalis; por ejemplo, en el método de Petroff, el material
es homogeneizado con NaOH al 4%, luego se neutraliza con HCl1 y poste--
riormente se centrifuga. E1 concentrado es lavade con agua estéril
(que contenga 100 Ui/ml de ben‘lci’lina) y del sedimento final se prepa

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

Una vez obtenido el cultivo se realizan las pruebas bioquimicas,
caracteristicas fisioldgicas y morfoldgicas, entre éstas las mas dti--

les son las siguientes:
Pruebas morfolégicas:

Forma de colonia ceeasmsscansssensns Generalmente rugosa

Pigmentacidn ieviscscasrrssase. COloOr café-amarillo

Pruebas fisioldgicas:

Desarroilo a 25° € ........... P Negativo

Pruebas Bioquimicas:

Produccidn de Niacina ........... tesenaes -Positiva
Inoculacién en medio P.N.B. (&) ....... ... No hay desarrollo
Produccidn de catalasa ..c.cieecvrenananes Positiva, las cepas

resistentes a la iso
niacida son negativas

Produccidén de peroxidasa ........ss0....., Positiva, las cepas
resistentes a la iso-
niacida son negativas

(&) P.N.B. Medio Lowenstein - Jensen con icido p-nitrobenzoico.



Rara vez es necesario o deseabie recurrir 2 la inoculacidn 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), ademds se le prac
tican pruebas cuténeas con tuberculina y, cuando 1a hipersensibilidad
es evidente, se examinan las lesiones para demostrar la existencia del

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

Tincién y Scido-resistencia.

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 metileno, que se disocia de 1a siguiente manera:
Cloruro azul de metileno = Cloruro + Azul de Metileno *

E1 color reside em el 16n cargado positivamente, la c&lula carga-
da negativamente se combina con éste y debido a la diferencia de car--

gas se tifie (4).

Basdndose en 1o anterior, los colorantes se pueden dividir en dos
grupos: Acidos, cuando el i6n estd cargado negativamente, por ejemplo,
eosina y nigrosina. Basicos cuando el idn estd cargado positivamente,

como en el caso del cristal violeta o l1a fucsina (4).

La naturaleza catidnica de estos Gltimos es conferida por sus cons
tituyentes amino y para formar complejos se ven favorecidas por sustan-

cias acidicas (10).

Los colorantes basicos arriba mencionados se difTerencian en la
proporcion y grado en que tifien una cé&iula. El azul de metileno reac-

ciona en menor proporcidn, tardando de 30 a 60 segundos en tefiir bien



una preparacion microbiana. El cristal vicleta es mis reactivo y nece
sita normalmente s6lo 10 segundos. La fucsina fenicada es un coloran-

te ailin mds potente y necesita s6lo 6 segundos.

E) dcido micdlico juega un papel importante, tanto en la tincidn
como en la &cido-resistencia de! M. tuberculosis, pues forma complejos
estables al dcido con los tintes cristal violeta y fucsina, reteniéndo
Tos mediante enlaces idnicos y dando lugar a un complejo en forma de -

sal:

Colorante® - Micolato™

Sin embargo, se ha demostrado que este enlace es débil, ya que
con los &cidos inorgdnicos fuertes el complejo se disocia, dande acido

micdlico libre y la sal del colorante, Esto es:
Colorante® - Micolato™ == Acido micélico + Colorante

De acuerdo con Asselinum J. {11), el dcido micdlico Tibre es ca-~
paz de formar complejos con el colorante. En cambip, 1a mayorfa de ~-
tos micolatos, Jos cuales se encuentran esterificados a la arabinesa
de Ya pared celular y las varledades de cera D, son incapaces de for--

marlo,

No obstante, Goren, Cernich y Brokl {1D) han reportado que la to-
taltdad de los lipidos micobacterianos, incluyendo el dcido micdlico
complejado con el colorante, y especialmente las formas no icido-resis
tentes esterificadas, como el micoloil-arabintgalactana-mucopéptido,
contribuyen a impedir la penetracidn del acido decolorante y la pérdida

de Ya &cido-resistencia puede ser debida a2 la carencia de este complejo

”2



Por las caracteristicas anteriormente citadas, estos microorganis
mos no pueden teflirse como las demjs bacterias, con Vos métodos usua--
les, debido a Ya formacidn del complejo arriba mencionado y, ademas
por su resistencia a 1a decoloracifn con icidos es que son denominades

Bacilos Acido-Alcohol Resistentes (BAAR).

Historia de la tinciln de Ziehl-Neelsen.

La primera técnica para observar al M. tuberculosis fue publicada
por Koch en 1822. En ella se aplicaba Unicamente azul de metileno y
como colorante de contraste vesuvina, la cual servia a su vez como de-

colorante.

Posteriormente, Ehrlich publica la primera modificacidn a la tin-

cidn de Koch, que consistia en la decoloracion del bacilo por el acido.

Ourante el mismo afio, 1a coloracidn de Ehrlich fue corregida por
Ziehl y ésta a su vez por Rindfleish. Posteriormente Neelsen en 1883

combina la técnica de Ziehl con la de Enhrlich (12, 13).

Desde entonces han aparecido nuevos procedimientas de tincidn de
los 'BAAR. pues actualmente se disponen de mas elementos, tanto de reac
tivos y colorantes, como de infomacidén que permiten realizarlos., sin
embargo, &sto nos da una idea de que Yos resultados no son del todo
satisfactorios.

‘En la actualidad, 1a técnica de Ziehl-Neelsen es la mas empleada
en 1os laboratorios, ain cuando han sido ya varios los autores que re-
chazan al azul de metileno {colorante de contraste de la tincidn de

Ziehl-Neelsen); entre ellos tenemos a Kremer y Wiese (14), Bayona (15)

3



y Tamast (16). Todos ellos recomiendan no emplearlo pues en preparacio

nes gruesas tifie demasiado, de tal manera que puede ocultar a los BAAR.

Por otro lado, ha sido persistente la confusidon de las propieda--
des de 1a técnica de Gram en el bacilo. Diversas publicaciones espe--
cializadas en microbiologfa fracasan en sefialar las caracteristicas
de tincidn de estos microorganismos., Algunos reportan una leve Gram--
positividad (2, 4, 5, 6, 17, 18), y otros mis seflalan una Gram neutra-

Iidad {19).

En 1933 Kretschmer {18) fue de los primeros en jnformar la Grampo
sitividad del bacilo, al estudiar los pasos de la tincion de Gram sobre

Tas micobacterias.

Hizo varias coloraciones, utilizando crista) violeta y violeta de
genciana disueltos en agua y en anilina y observé que el violeta de gen

ciana en anilina penetraba mejor en el cueépo de la bacteria.

Con respecto al yodure {mordente de l1a tincidn de Gram), el mismo
autor informa que no tiene ninguna funcidn sobre el bacile y, por @lti
mo, que persistfa la dcido-resistencia del Mycobacterium con esta téc-

nica.

Por lo anteriormente sefialado, se han ensayado varios procedimien
tos de tincidn para el M. tuberculosis, en Tos cuales se realzan los

siguientes puntos:

1. Hallar una coloracidn que ttila mds intensamente a los BAAR.
2. Encontrar la manera de tefiir un mayor nimero de ellos.

3. Disminuir el tiempo de tincidn.

14



4. Acortar el tiempo de biisqueda de los BAAR por campo microscé-

pleo.
Otras técnicas.

Existen diferentes técnicas para tefiir el M. tuberculosis algunas
poco conocidas como con la de CarbaThe (20), Tamési {16) y Bayona
{15). Y otras que son las empleadas actualmente, como con la de Ziehl-

Neelsen (21}, la de Kinyoun (22} y la tincién fluorescente (21).

En la de Carbalho y Tamasi, se agrege un agente humectante (deter
gente), el cual rompe la polaridad y aumente la afinidad o 1a penetra-
cién de) 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 mas los BAAR.

Bayona somete la preparacidn tefiida a ebuilicibn y también cambia
el colorante de contraste. Kinyoun utiliza una carbolfucsina bastante

concentrada, colorande al bacilo a temperatura ambiente,

La utilizacion del detergente tiene como desventaja el barrido del
frotis por la accion de) mismo, sobre tode cuando la preparacidon no esta

bien fijada,

La ebulticion del colorante puede presentar dos problemas; primero
romper 1a laminilla por el sobrecalentamiento y segundo, formar costras

" del colorante.

En la tincidn fiuorescente, el bacile se tifie a emisidn de vapores

con colorantes tales como la auramina o rodamina.

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

15



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

cidn especial para luz U.V.
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II. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA

Para la tincién del M. tuberculosis, en el laboratorio se emplean
los siguientes materiales biol&gicos: expectoracidn, contenido géastrico,
exudado pleural, LCR, etc; y los procedimientos a los que se someten
son: La baciloscopfa, el cultivo de los mismo y su jdentificacidn me-
diante pruebas bioguimicas, asi como la inoculacidn en animales suscep

tibles.

De todo lo mencionado, es la baciloscopia 1a que se realiza primor
dialmente por el corta tiempo gue se emplea en elia {+ 30 minutos) y
“por que es en primera instancia, 12 que suelen pedir los médicos. Ade

més, hablando econdmicamente, es la menos costosa.

Las otras pruebas son bastante importantes para el diagndstico,
pero los inconvenientes que presentan son que, tanto la inoculacidn
como el cultivo del producto, requieren de un mayor tiempo de desarro-

110, para posteriormente realizar las pruebas bioquimicas.

De las diferentes vias de entrada del M. tuberculosis en el ser
humano, es el puimdn el Grgano mis frecuentemente afectado por el baci
lo (23). De ahi que este trabajo se base principalmente en el estudio

de muestras de pacientes con tuberculesis pulmonar,

Los baciles de la tuberculosis no son micpnorgan1smos comensales
y aislarlos de expectoracidn es patognoménico de la enfermedad, ya que

las micobacterias saprofitas rara vez se encuentran en las vias respira
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torias; por esto, el hallazgo de ur bacilo dcido-alcohol resistente
en un frotis de expectoracion tefiido por el método de Ziehl-Neelsen,

puede ser evidencia concluyente de tuberculosis (17).

La tincidn con el colorante fluorescente de auramina es un método
sensible, que en la actualidad se esta utilizande mucho y proporciona
un diagndstico presuntiva, el cual se puede confirmar aplicando 1a

coloracién de Ziehl-Neelsen {17, 24).

Aquf la baciloscopfa es de gran importancia, pues permite que Ta
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--
miento de otros procedimientos qhe puedan proporcionar mejores resulti
dos, la tincion de Ziehl-Neelsen ha side por mucho tiempo la técnica

mas empTeada en lTos Laboratorios de Diagndstico Clinico.

No obstante la técnica de Ziehl~Neelsen presenta algunas desventa
Jas; por ejemplo, hace dificil y tardado encontrar las micobacterias,
ya que el colorante de contraste azul de metilena, en preparaciones
gruesas tifie demasiado de tal manera que enmascara a los BAAR. Ade-
mas la dificultad de poder teiiirlos no se ha logrado vencer totalmente

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

Con el fin de mejorar la tincidn y con esto aumentar el niamero de
hallazgos en la preparacidn, se han publicado diferentes métodos en los

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

Por lo anteriormente sefialado es que se ha elegido este proyecto,
esperando conseguir un método. que nos permita un mejor hallazgo del M.
tuberculosis en el frotis y asf ayudar a 1a ciinica en el logro de un

diagndstico temprano de la enfermedad.



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es una enfermedad que constituye un grave proble
ma de salud piblica en México. Por lo que resulta muy importante po-
der obtener un diagndstico temprano de ella. Esto a veces resulta di

ficil en pacientes que son poco baciliferos.

Aunque la bacterioscopia es el procedimiento mas utilizado para
ayudar al diagndstico, éste no es tan facil de realizar pues la bacte
ria posee caracteristicas especiales que la hacen dificil de tefiir, ya
que contiene gran cantidad de lipidos que impiden la entrada de Vos co

lorantes.,

Por 1o mismo existen diversas tinciones para el M. tuberculosis;
entre ellas tenemos ta de Carbalho, Tamisi, Bayona y Kinyoun, quienes’
de alguna manera han modificado 1a técnica de Ziehl-Neelsen, que es la

més empleada en los laboratorios para el diagndstico de los BAAR.

Estas coloraciones se l1levaradn a cabo en-el Laboratorio Central
de Andlisis Clinicos de la ENEP-Zaragoza, mediante la aplicacidn y pos

terior comparacidn de cada una de ellas, en expectoraciones.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se eligiran los reactivos
y colorantes que ayudaran a elaborar un nuevo procedimicnto y asi auxi
liar a la c¢1inica en el .logrd de un rdpido y mas efectivo diagndstico

de la tuberculesis.
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Iv. .0BJETIVO

Encontrar un método de coloracion sencillo y de alta sensibilidad,
que supere a los procedimientos conocides hasta ahora y que permita au-
mentar el hallazge de las micobacterias en el diagnistico de la tubercu

losis pulmonar,

¥. HIPOTESIS

La combinacidn de colorante primario y colorante de cantraste ie,
fucsina'y azul de metileno, puede mejorarse con otras combinaciones ie,
cristal violeta y acriflavina, que proporcionen mejor visibilidad de
1os BAAR, incluso sin 1a adicidn de agentes humectantes ni la aplica--

cidén de cator.
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VI. MATERIAL Y METODOS '

Material biol6gico.

Se usaron 27 expectoraciones positivas de M. tuberculosis obteni
das del Hospital General de Zona No. 25 del IMSS, del Instituto Nacio-
nal de Enfermedades Respiratorias y del taboratorio Central de Tubercu

losis y Enferiedndes del Aparato Respiratorio de 1a Secretaria de Salud.
RKaterial General.

- Mechero Fisher
- Asa y porta-asa bacterioldgica calibrada (0.4 mm de g),

- Soporte universal con rejilla de asbesto para tefiir a emisidn
de vapores.

- Papel filtro comercial

- Frascos goteros color ambar

- Matraz aforado de 100 m1

-~ Vasos de precipitado de 500 ml

-~ Microscopio American Optical, modelo Micro-Star

- cémara fotogréfica con adaptador

Colorantes. Marcas.

- Fucsina basica Técnica Quimica, S.A.
-~ Azul de metileno Merck

- Verde de malaquita Sigma

= Azul de toluidina sigma

- Safranina Sigma



- Acriflavina Merck

- Cristal violeta Sigma

Reactivas. Marcas.

- Fenal Baker

- Acido sulfirico Baker

- Alcohol del 96% Baker

- Trietilenglicol Glicoles de México, S.A.
- Tween 80 Merck

- Oxalato de amenio Técnica Quimica, S.A.
- Aceite de iamersién Merck

Betodologia.

Normalmente, en un Laboratorioc de Anadtisis Clinicos, para la bis-
queda de BAAR en expectoracidn se hace s6lo un frotis de la muestra y
se tifie con la técnica de Ziehl-Heelsen. Si ésta es positiva, se repor.
ta como probable M. tuberculesis y se califica con cruces la cantidad

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

Para la realizacién del trabajo, se emplearon 27 expectoraciones
positivas de M. tuberculosis calificadas con tres cruces, obtenidas b_a_
Jjo 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 Laboratario Central de Tuberculesis y Enfcrmedades

del Aparato Respiratorio de la Secretaria de Salud.

Se realizaron varias preparaciones de cada una de ellas, calculan
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do tener siempre la misma cantidad de bacilos; para ello las muestras
se estuvierdn agitando y mezclando convenientemente y se tomaron can-

tidades iguales con un asa calibrada (0.4 mm de 8 . 0.01 ml).

De esta manera se preparaba en forma casi simultdnea, el nimero

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

Una vez hechas, la primera se teiiia con Ziehl-Neelsen, para tener
un modelo de comparacidn de la visibilidad del bacilo, con respecto de

las otras técnicas.

En cuanto a l1a intensidad de color y a Ya comparacion de una me-
Jor visibilidad de dichos gérmenes, que son las caracteristicas princi
pales en las que se basa este trabajo, se hizo un “"jurado Gptico"; va-
rios compafieros y la autora de este trabajo calificaban con cruces leos

frotis observados.

Ademds de las tinciones con las que se iba a comparar el Ziehi-
Neelsen, se tratd de desarrollar otra técnica en 1a que se empleard
el cristal violeta como colorante primario y esto se logrd al wtilizar

diferentes disoluciones del mismo.

Durante el desarroilo del presente trabajo, se hicieron bastan--
tes frotis mds de los que vienen consignados en los cuadros. Partiendo
de la experiencia necesaria para dominar cada una de Tas técnicas, has-

ta lograr un resultado satisfactorio en cada una de ellas,

No se aplicaron métodos de concentracidn a ninguna de las mues---
tras, ni se realizaron tinciones fluorescentes, considerando que no en
todos los laboratorios se cuenta con los elementos de seguridad ni

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

Tincion de Ziehl-Neelsen.

1.
2.

3.
4
5.
6
7.

.

Fijar la preparacién suavemente al calor

Tenir el frotis con carbolfucsina por 5§ minutos, calentando a
emision de vapores. No dejar hervir, ni permitir que se se--
que.

Enjuagar con agua

Decolorar con alcohol-&cido por 1 minuto

Enjuagar con agua

Contrastar con azul de metileno durante 30 segundos

Lavar con agua y secar al aire

Tincidn de Bayona.

1.
2.

q.
5.

Fijar 1a preparacidn suavemente al calor

Cubrir la preparacidn con carbofucsina durante 2 minutos 30 se
gundos, calentandola hasta 1levarla a ebullicibén, sin dejar sg
car la preparacign. Dejar enfriar -

Enjuagar con agua, y luego decolorar con alcohol-dcido por 1 -
minuto

Lavar con agua y cantracolorear con acriflavina por 1 minuto

Lavar con agua y secar al aire

Tincidn de Carbalho.

. Cubrir la preparacion fijada al calor con una solucidn acuosa

de tween 80, durante 10 minutos

. Lavar con agua y cubrir la preparacidn con una solucion de car

bolfucsina de Ziehl-Neelsen durante 4 minutos, a temperatura —
ambiente .

. Escurrir 1a lamina y decolorar con alcehoi-dcido hasta que deje

de fluir color.
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4, Lavar con agua

5. Cubrir 2 preparacién con una solucién acuosa de verde de mala
quita durante 1 minuto

6. Lavar con agua y secar al aire

Tincidn de Xinyoun.

1. Fijar 1a preparacion suavemente al calor

2. Cubrir la preparacion con la carbolfucsina de Kinyoun por 5 mi
nutos a temperatura ambiente

3. Lavar con agua
4. Decolorar con alcohol-dcido por un minuto

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

6. Lavar con agua y secar al aire
Tincion de Tamdsi.

1. Fijar la preparacién suavemente al calor

2. Cubrir el frotis con una solucion de azul de toluidina en trie
titenglicol por 15 minutes

3. Lavar con agua

4. ARadir el aleohol-acido gota a gota hasta que deje de fluir color.
5. Lavar con agua

6. Contrastar con safranina

7 Lavar con agua y secar al aire

Sustitucion de la fucsina por el cristal violeta en 1a técnica de

Ziehl-Neelsen.

1. Realizar los mismos pasos que para la técnica de Ziehl-Neelsen,
pero utilizando el cristal violeta fenolado como colorante pri-

mario,



Sustitucion de la fucsina por el cristal violeta en la técnica

de Bayona,

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

utilizando el cristal violeta fenolade como colorante primario.

Sustitucion de 1a fucsina por el cristal vicleta en la técnica de

Kinyoun.

1. Fijar 1a preparacidn suavemente al calor

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

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

Sustitucion de 1a fucsima por el cristal violeta en la técnica de

Carbalho.

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

utilizando el cristal violeta fenolado como colorante primario.

Sustitucibn- del azul de toluidina por el cristal violeta en la téc

nica de Tﬂsl .

1. Realizar los mismos pasos que para la técnica de Tamisi, pero
utilizando el cristal violeta en trietilenglicol como coloran-

te primario.

Tincion con cristal violeta acuoso {26}

1. Fijar la preparacidn suavemente al calor

- 2. Tefiir el frotis con la solucidn de cristal violeta acuoso por
5,10, 15, 20, 25 & 30 minutos; a temperatura ambiente.

3. Enjuagar con agua
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4.
5.
6.
7.
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Decolorar con alcghol-acido por 1 minuto.
Enjuagar con agua,
Contrastar con acriflavina por 1 minuto.

Lavar con agua y secar al aire.

Tincidn con cristal violeta oxalatado (9)

Fijar la preparacion suavemente al calor.

Tefiir el frotis con la solucidn de cristal violeta oxalatado
por 5, 10, 15, 20, 25 6 30 minutos a temperatura ambiente.

Lavar con agua.
Decolorar con alcohol-&cfdo per 1 minuto.
Contrastar con acriflavina por 1 minuto.

Lavar con agua y dejar secar al aire.



vII. RgSULTADOS

De todos los frotis que fueron teiiidos se obtuvieron los siguien-

tes resultados:

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

los BAAR rojos y el contraste azul,

Con la tincidén de Bayona, los bacilos se apreciaron de color rojo
intenso, sobre todo ante el contraste amarillo, logrindose como conse--

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

En el caso de la apliceciGn de la técnica de Ziehi-Neelsen a tem-
peratura ambiente, tos bacilos se observaron de un color rojo palide
ante un contraste azul dando com ello, una regular visibilidad. Lo mis
mo ocurre con las técnicas de Carbalho y Kinyoun, pero éstos ante un

contraste verde y azul respectivamente.

Al comparar 1a técnica de Tamisi con la Ziehl-Neelsen a temperaty
ra ambiente, se aprecid que ta segunda brinda una mejor visibilidad,

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

Z1EHL-NEELSEN BAYONA CARBALHO KINYOUN  TAMASI
Emision de va-|Temp. amb.; Ebullicién Temp.amb. Temp.amb, Temo.amb|
XxXx XX XXX

XXX xX XX

XXX XX XX

XXX XX X
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Las cruces indican 1o siguiente:

XXX Buena visibilidad de los bacilos en los frotis observadoes.

XX Regular visibilidad de los bacilos en los frotis abservados

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 Bayona (acriflavina) es el que d& la mejor visibilidad del

bacilo al aplicarlo en cualesquiera de Tas técnicas descritas, excepto

en la de Tamasi.

L. 20 E WRE (£ ARIRAVIM, | SAFRANIMA
WETILEND WLAUTTA

mem

m | R x x 00 X
emsen | RO P 00 x
BAYONA x xx o X
CARBALHO x x 00 X
KINYOUN ] xx X X
TAMAST X x x x

Notacién: Igual que Cuadro V.

Por otra parte en el Cuadro 3 evidencia

que el cristal violeta da

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

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

se observd que el cristal violeta di una intensidad de color bastan-
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te aceptable, mejorando notablemente la visibilidad del bacilo ain en

Ta técnica de Tamisi.

TIRCION™_ Q.. FUCSIKA 1 azm pE CRISTAL
ra ' TOLUIDINA VIOLETA
ZIEHL-NEELSEN xxx XXX
BAYONA xxx XXX
CARBALHO xX.. ' xx
KINYOUN X XX
TAMAST X XX

Notacidn: Igual que el Cuadro 1.

En el Cuadro 4 se aprecia 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.

[TINCIONES ZIEAL-MEELSEN | CWBAHD | KINYOUN | TAMAST . Ira. | QL.Ira.
RN TE_ G,
SIL. [E | RISTA. VIQE | CRISTAL (RISTAL. | CRISTAL [RISTAL | QRISTAL
CRISTAL { TA FENRADO ™ | VIRLETA - | VIOLETA | VIOLETA | VIMLETA | VIQETA
. FEMRLADD |COMC. an A ORATAD
TTE- + TMEEN 80
0 .
§' X X XX b X X
10 XX XX xx XX XK X
15* X bt g xx X XX i
20" s XXX 0 0 X0 pesd
25° X000 00 00 00C 00 %000
30 00 000 0 o X 0%

Notacitn: Igal al Quadro 1.
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Sin embargo, con ditucidn acuosa de cristal vicleta al 0.6% 1a
tincidn del M. tuberculosis se logra en s8lo 5 minutos, tiempo que fue
suficiente para producir una buena visibilidad. Una -jgual intensidad
de color se puede lograr con una dilucidn tan baja como 0.1% de cris--
tal violeta, aunque ésta requiere cuando menos de 20 minutos de tin--

cion Cuadro 5.

ONG. 0.12 0.2% 6.3 2 0.4 % 0.5 % 0.6%"
TIEMPO

g5
10*
15*
20°
25"
30!

2 3¢ I DK X
B 3 BC DE D
3¢ 3¢ »¢

D¢ PP PE M 2
3¢ ¢ B¢ BC ¢ ¢
>R w

DC > DC 3 DE X
D€ € 3¢ OC 2 X
€ >€ K >
BEBE B DE DL B¢
H IR MM
3¢ < ¢ >

3¢ 3 B¢ DE B B
D€ P I
3¢ XK
AN
€ 5 BC D¢ D¢ ¢
€ 2C ¢ XX X

Notacion: 1igual que el Cuadro 1.



VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

En la tincidn del M. tuberculosis la aplicacién del calor, ya sea
a emisién de vapores como en la técnica de Ziehl-Neelsen o a ebulli---

cién, como en la de Bayora, permite una mejor coloracidn de los BAAR.

La ebullucidn tiene la ventaja de tefiir a los bacilos mucho mejor
que a emision de vapores. Esto tal vez es debido a que, al aumentar -
1a temperatura las ceras de la pared celular bacteriana se reblandecen
mas, facilitéandose la penetracion del colorante de modo que el bacilo
adquiere un color rojo intenso que lo hace destacar. Por esta razon,
de las tinciones can las que se compard el Ziehl-Neelsen, 1a de Bayona

es Ta mds efectiva. Otra ventaja de 1levar a ebullicidn es que se

acorta el tiempo de tincidn.

No obstante, las altas temperaturas tienen la desventaja de indu-
cir la formacidn de costras del colorante, que ocasionalmente pueden
interferir en l1a lectura, pués son dificiles de eliminar, también se

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

De acuerdo con algunos autores, la adicidn de agentes humectantes
o-el empleo de colorantes concentrados, mejora la tincion y 1a visibi-
lidad de los BAAR. Para verificar la conveniencta de utilizar tales

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

temperatura ambiente, observandose lo siguiente:

En la tincidn de Carbalho, 1a combinacidn del Tween 80 con carbol

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

Algo parecido ocurre con el método de Kinyoun; en éste se utiliza
una fucsina mas concentrada que la acostumbrada, pero en ambas técnicas
los bacilos se tifien con 1a misma intensidad a temperatura ambiente

{Cuadro 1}.

Lo anterior se puedo apreciar también posteriormente, cuando se

utilizd el cristal violeta como colorante primario (Cuadro 3).

En este estudio la tincion de Tamdsi no funciond 2 pesar de que
se siguieron rigurosamente las indicaciones del autor en la preparacién

de los reactivos.

Las diferentes técnicas hablan de la importancia del colorante
de contraste para una mejor visibilidad de M, tuberculesis; pues los
colarantes de tomalidades obscuras tienden a enmascarar a los BAAR en
las partes mas gruesas del frotis, en dende suzlen quedar atrapados en

tre células y mucosidad-cierta cantidad de ellos.

Esto se puede confirmar en el Cuadro 2, pues al utilizar un colo
rante de tonalidad clara (acriflavina) se facilita la observacidn y di
ferenciacién de Jos bacilos, permitiéndo una mejor visibilidad de ellos
{adn en las técnicas donde el colorante primario se utiliza a temperaty
ra ambiente} y disminuyendo asi el tiempo de blisqueda por campo micros-

copico.

Tomando como referencia que los colorantes primarios para tefiir
al ﬁ. tuberculosis son basicos, se utilizd el c¢ristal violeta (colorante
también basico y de ficil adquisiciGn en cualquier laboratorio) para

realizar la tincion del bacilo, sustituyéndelo por la fucsina y el
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azul de toluidina que se emplean en las técnicas arriba mencionadas

(Cuadre 3).

La sustitucidn de los colorante, did buenos resultados tanto en
Tas técnicas en donde se aplicé calor como en las que se realizaron a

temperatura ambiente.

Aplicando calor al cristal violeta, 1os BAAR se colorearon tan
bien o mejor que cuando se utilizd la fucsina., A temperatura ambiente,
el cristal violeta di la misma intensidad de color que 1a fucsina y es
tos dos colorantes superaron al azul de toluidina en cuanto a Ta visibi

lidad del bacilo.

E1 contraste utilizado en esta parte y en las observaciones subsi
guientes, fué 1a acriflavina pues como ya se habia mencionado 1o claro

del contraste permite una mejor visibilidad del bacilo.

Como las soluciones que se prepararon con cristal violeta colorea
ron regularmente al bacile a temperatura ambiente, se pensd en variar
el tiempo de tincion y en utilizar el cristal violeta oxalatado y el
cristal violeta acuoso de la técnica de Gram, observindose que todas
estas soluciones tifien por igual a Tos BAAR (Cuadro 4). Esto es muy
importante pues la tincién del M. tuberculosis con cristal violeta ha

sido motivo de controversia en la literatura.

El mismo Cuadro 4 evidencia que es a las 20 minutos de coloracién

cuando hay una buena visibilidad del bacilo.

También se aprecia que el empleo de los agentes humectantes

(Tween 80 y Trietilenglicol) no son necesarios, pues el cristal violeta



. en agua tide cun la misma intensidad. Lo miswo ocurre con el cristal

violeta fenolado y el oxalatado.

El hecho de que el cristal violeta tifiera bien a los BAAR es sor-
prendente, pues la bibliograffa consultada reporta que los lipidos wi-
cobacterisnos proveen al género de una barrera hidrofobica que iuwpide

la peactraciom de soluciones acuosas.

Par 1o mencionado anteriormente, y ademds por ser 1a solucidn mds
sinple se siguid trabsjando con el cristal violeta disuelto en agua,
procediéndose a evaluar diversas concentraciones y distintos tiempos
de tincion; Qe esta evaluacidn se concluye que la solucidn de cristal
violeta al 0.6% permite tefiir a) bacilo en un tiempo minimo de 5 winu-

‘tos.

Estos resultados son wuy fmportantes pues se logra una técnica
més facil pars tefiir ol M. tuberculosis_ la cual se realiza a tempe-
ratura ambiente, en un tiempo de 5 ninutos, empleando un culorante pri
marfo y de contraste diferentes a los utilizados comunmente, y Jo més

importante que proporciona una buena visidbtitdad,

Comp 1a utilizacién de) cristal vivleta para ta tincion del baci--
16 podria ser puesta en duda por las razones arriba mencionadas, para
verificar la validez de la técnica se !levaron a cabo frotis adiciona-
tes, por una parte con una ceps pura de S. aurcus y por otra con la mis

ma expectoracidn positiva,

Cono se esperaba, la ceps de S. aureus, sélo tomd el color del
contraste {amarillo) ya que las bacterias que o son bacilos de la tu-

'
berculosis no suportan 1a accién del alcohol-dcido; en cambio en la ex
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pectoracion, Gnitunente los pacilos se tinecon de calue violeld ya que
‘todus los demds microorganismes contaminantes, que pudicran eatar en

Yos frotis, quedas confundidus con el contraste.

€sto confirma 1o vadidez de ta técnica propuesta con cristal vio-
leta disuelto en sgua para observar ¢ identificar el bacile de Va tu--

berculosys,

£s importante agregaer, que cada tincidn se repitid varfes veces

para confirmer lu consistencia de los resultados aqui presuntados.

[



IX. CONCLUSIONES

Este estudio di6 la oportunidad de desarrollar una técnica pa
ra tefiir a los BAAR, empleando cristal violeta disuelto en
agua como colorante primario y a 1a acriflavina como coloran-

te de contraste a temperatura ambiente.

En esta técnica, al aumentar la concentracién de cristal vio-
Teta en solucidn acuosa (hasta 0.6%) se acorta el tiempo de

tincién de 20 a 5 minutos.

Al contrastar con amarille (acriflavina) no existe el riesgo
de que los bacilos se oculten, como ocurre con los colorantes

de tonalidades obscuras,

Asi mismo el emplec de colorantec concentrados je: tincidn
de Kinyoun, o de agentes humectantes ie: tinciones de Tamd--

si y Carbatho no mejora la visibilidad del bacilo.

La sustitucidn del azul de toluidina por el cristal violeta -
en la técnica de Tamdsi mejora notablemente la visibilidad de

Tos BAAR.

Todas 1as decoloraciones se hicieron con aleohol-icido para
evitar dudas acerca de que no fueran bacilos &cido-alcohol

resistentes,



X. ANEXO

Coleccién de las muestras clinicas.

Es importante explicar e instruir al enfermo que debe de juntar la
secrecion bronquial que se produce con la tos, ya que la saliva o la

secrecidn buconasal no son Gtiles.

Si el paciente expectora, se puede solicitar el primer esputo de
la mafiana que generalmente es el mas abundante de bacilos. Debe propar.
ciondrsele un frasco ésteril, de baca ancha con un buen cierre, ya

sea de plastico o de vidrio,

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

cipiente, para que no se tire al transportarse.
La muestra puede mantenerse hasta una semana en refrigeracidn.

Preparacion de colorantes y solucicres.

1. Trietilenglicol al 1% en agua {solucidn A) azul de toluidina
al 0.1% {(aforandolo con la solucidn A).

2. Solucién acuosa de verde de malaquita al 5%

3. Azul de metileno al 0.5% en agua destilada

4, Fucsina basica 0,3 g disuelta en 10 ml de etanol al 96% (solu
¢idn B)

' Fenol al 5% en agua destilada (solucién C)

Mezclar 1a solucion B con la sotucidn C

5. Safranina al 0.5% en agua destilada

RSTA TESIS W
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6. Disolver 1g de acriflavina en 1 m! de etanol al 96% y aforar
a 100 ml con agua destilada,
1. Fucsina de Kinyoun.

Fucsina bisica 44
-Fenol 8 ml
Alcohol al 96% 20 m)
Agua destilada 100 =t

Disolver ta fucsina en el alcohol y agregar lentamente el agua
agitando al mismo tiempo. Derretir el fenol en un bafio marfa
& 36°C y agregar 8 ml1 al colorante, utilizando para ello una
pipeta con bulbo de gowa.

8. Tween 80 a) 10% en agus destilada.

9. Cristal violeta 10 g disyeltos en 100 m1 de etanol al 96% (so
Tucidn D).
Oxatato de amonio, solucién acuosa al 1% {solucidn €)
Mezclar 20 ml de la solucidn D y 80 ml de la solucidn E,

10. Solucibn de cristal violeta al 0.1% en agua destilada.

11. soluciones de cristal violeta desde 0.2 a 0.6X acucso.

Sustitucidn de 1a fucsina por el cristal violeta.

12. Cristal violeta 8,3 g disuelto en 10 m! de etanol al 96% {so-
Jucidn A).
Fenol al 5% en agua destilada (solucién B)

Mezclar 1a solucién A con la solucibn B.

13. Cristal violeta 44
Feno) ‘8wl
Alcohol al 96% 20 m)

Agua destilada 100 ml



Disolver e! cristal violeta en el alecho! y agregar lentamen-
te el agua agitando al mismo tiempo. Derretir el fenol en un
bafio marfa a 36°C y agregar 8 ml al colorante, utilizando para
¢110 una pfpeta con bulbo de goma.

Sustitucidn del azul de toluidina por e} cristal violeta.

Trietilenglicol al 1% en agua (solucidn A).
Cristal violeta a¥ 0.1% aforindolo con la solucidn A,

L]
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