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1 RESUMEN

El presente manual de tinciones tiene como objetivo fomentar el aprendizaje no
s6lo de estudiantes, sino también de profesores, laboratoristas y personal
encargado de la recoleccion de los residuos generados en los laboratorios de las

diversas materias impartidas en la FES Cuautitlan (FES-C).

La seleccion de las tinciones mencionadas en el trabajo, fue realizada con base en
la frecuencia en la que son utilizadas en los diferentes laboratorios de la FES-C,
asi como en los diferentes paquetes terminales que se imparten en la carrera de
Bioquimica Diagnostica. Dentro de dicha seleccion se descartaron varias
tinciones, ya que muchas de ellas son basicas y se repiten en muchas de las
diferentes asignaturas que son parte de la carrera.

La organizacion del manual va desde la microbiologia general hasta llegar a un
enfoque mas especifico dependiendo de las técnicas utilizadas en los diferentes
laboratorios. Todas las tinciones contienen una pequefia introduccion, asi como el
fundamento de la técnica usada, el procedimiento y el respectivo tratamiento o
manejo de los residuos que cada una de ellas genera, con el fin de facilitar el
aprendizaje, la realizacion de la técnica y el manejo integral de los residuos.

El manual contiene informacion resumida y detalla de cada una de las tinciones
utilizadas con mayor frecuencia en la FES Cuautitlan (FES-C), con el fin de servir
como apoyo para todas y cada una de las personas mencionadas, facilitando asi
el aprendizaje de los estudiantes y fomentando el manejo integral de residuos
idoneo para todos y cada uno de los componentes que son utilizados en las

tinciones que se presentan en este trabajo.



2 JUSTIFICACION

Actualmente existen requisitos y procedimientos que estadn establecidos por
Normas Oficiales y en las cuales la FES-C se apoya para dar un adecuado manejo
tanto a instalaciones, personal y residuos, algunas de estan normas son: NOM-
083-SEMARNAT-2003, NOM-087-ECOL-1995, NOM-005-STPS-1998, NOM-054-
SEMARNAT-1993 y NOM-018-STPS-2015, entre otras, y de las cuales

destacaremos lo mas importante y de relevancia en el presente trabajo.

Se deben de llevar a cabo al pie de la letra, ya sea en laboratorios de ensefianza,
industrias farmacéuticas, hospitales, etc. para poder realizar un manejo integral de
residuos adecuado y asi generar la menor cantidad de residuos toxicos o dafiinos

para el medio ambiente.

El manual de tinciones tiene como finalidad recabar en un solo documento la
informacion de la mayoria de las técnicas que son utilizadas en los laboratorios de
la FES-C, ya que las técnicas se encuentran dispersas en diferentes fuentes de
informacion, por lo cual, la realizacion de este manual, es de gran ayuda para que
el trabajo de los estudiantes, profesores y personal encargado de la recoleccién de

residuos sea mas sencillo.

Con el crecimiento y desarrollo demografico, la modificacion de las actividades
productivas y el incremento en la demanda de los servicios, se ha rebasado la
capacidad del ambiente para almacenar la cantidad de residuos que genera la
sociedad; por lo que es necesario contar con sistemas de manejo integral de
residuos adecuados con la realidad y necesidades de cada localidad. Para ello es
necesario fomentar e implementar la recoleccion y tratamiento de la mayoria de
los residuos generados en la Facultad de una forma correcta. La elaboracién del
manual de tinciones sera de gran utilidad no sélo para los alumnos de las
diferentes carreras impartidas en la Facultad, sino para los laboratoristas,

profesores y personal encargado de la recoleccion de dichos residuos.



El manejo integral de residuos, hecho de manera correcta, fomenta el cuidado del
medio ambiente, permitiendo asi que en los laboratorios de la FES-C, dicha
generacion de residuos sea minima y el medio ambiente no se vea perjudicado al

realizar cualquiera de las técnicas mencionadas en el presente trabajo.



3 OBJETIVOS

3.1 General

Elaborar un manual actualizado y completo sobre las principales tinciones que se
llevan a cabo en las diversas carreras de la FES-C, mediante la recopilacion,
organizacion y resumen de la informacion, que incluya los procedimientos de la
eliminacion y el manejo integral de los residuos que genera la realizacion de cada
una de las tinciones mencionadas, para facilitar el aprendizaje por parte de los
estudiantes, las actividades de los laboratoristas y del personal encargado de la

recoleccion de residuos quimicos en la FES-C.

3.2 Particulares

e Resumir la informacion de las tinciones mas utilizadas en los
laboratorios de las diferentes asignaturas de la FES-C, mediante una
investigacion bibliogréfica de las mismas para facilitar el trabajo tanto de
estudiantes como de laboratoristas.

e Establecer los lineamientos del manejo integral y control de los residuos
generados por las tinciones utilizadas en los laboratorios de la FES-C,
por medio de diagramas ecoldgicos para apoyar en el manejo integral de
los residuos generados durante la realizacibn de cada una de las

técnicas y asi generar la menor cantidad posible de residuos.



4 INTRODUCCION

La microbiologia al igual que todas las demas ciencias, se apoya de otras ciencias
como lo son: Biologia, Quimica, Bioquimica, Fisiologia, Anatomia, Genética,
Historia, entre muchas otras. Logrando asi el enfoque que tiene y preserva hasta
hoy en dia. La microbiologia nos permite estudiar a los microorganismos como lo
son: bacterias, hongos, virus, virones, priones, parasitos y muchos otros mas. Los
pilares fundamentales de esta ciencia tan importante para nuestra vida estan
formados por la técnica y la especulacion filoséfica. Sin las observaciones
detalladas que datan de los tiempos del neolitico; la ciencia en la cual se enfoca
este manual no seria mas que un conjunto de palabras sin sentido y carecerian de
un significado latente; sin las formulaciones de las hipoétesis del segundo, nuestra
ciencia llamada microbiologia no seria mas que un conjunto de descripciones y

formulas carentes de razon o enfoque.
Collard (1985) manifiesta lo siguiente:

Las reacciones de fermentacion y de conservacion de alimentos han tenido
un gran desarrollo durante milenios, ya que hay registros que datan del uso
de estas reacciones desde la época de los egipcios. Tan es asi que en los
antiguos papiros egipcios se hallan instrucciones detalladas de como
elaborar vino o cerveza. Existen evidencias de que también se utilizaban
otros procesos microbiol6gicos como el enriado del lino, que es muy antiguo
y se cree que data de hace unos tres o cuatro mil afios, teniendo un nivel

técnico bastante avanzado.

La utilizacion de microorganismos para la elaboracion de diversos
productos lacteos, muy probablemente se dio en los tiempos del neolitico,
época en la que surgié una revolucion en diferentes aspectos, ya que el
hombre comenz6 a domesticar a algunos animales y con ello surgio la
oportunidad de mantenerlos en rebafios, asi como también se produjo la
conservacion de los alimentos utilizando métodos como el secado salado y

deshidratacion por inmersion en soluciones de azucar. (p. 1)



Tal vez las técnicas bien definidas con las que contamos hoy en dia en el area de
la microbiologia se fueron introduciendo desde hace muchos miles de afos, pero
las explicaciones a dichos procesos, reacciones y situaciones, carecian de una

explicacion logica y coherente.

Si bien los procesos de fermentacion, putrefaccion y de algunas infecciones eran
bien conocidos en esos tiempos, las explicaciones que se tenian para dichos

procesos no eran del todo satisfactorias.

De acuerdo con algunos autores, podria decirse que la microbiologia cuenta con

cuatro eras:
1.- La era de la especulacién (afio 5000 a. C. — 1675)
2.- La era de la observacion (1675 — hasta la mitad del siglo XIX)
3.- La era del cultivo (mediados del siglo XIX hasta principios del siglo XX)

4.- La era del estudio fisiologico y la biologia molecular (principios del siglo

XX — presente).
Collard (1985) menciona que:

Durante el desarrollo de la larga era de la especulacion, diferentes
pensadores desarrollaron la o las hipétesis de que las enfermedades en ese
entonces conocidas, podian deberse al crecimiento de pequefios seres
vivos, pero debido a la carencia de los microscopios no les era posible
comprobar o corroborar dichas hipoétesis. Uno de los pensadores de esa
época fue Cicerdn, quien formulé la posibilidad de que algunas fiebres
podrian ser provocadas por la multiplicacién de “pequefios animales”, y
pasados 1500 afos, Fracastorius escribi6 acerca de un <<contagium
vivum>>, en el cual describia cual era la causa de algunas enfermedades

infecciosas como la peste, la sifilis, la tuberculosis o el tifus. (p. 2)

La era de la observacién se inicia con Anthony van Leeuwenhoek, gracias a

gue desarrolld un microscopio con el cual se podian observar bacterias y
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algunas de las estructuras que las componen y que sin duda alguna fue el
primero que vio y describi6 estos microorganismos. Los dibujos de
Leeuwenhoek son de tal claridad que es facil reconocer bacilos,
estreptococos y otras formas caracteristicas. Esta era continué por un
periodo aproximado de doscientos afios, aunque no se produjo ningun
avance significativo en el conocimiento por la funcidbn desempefada por
tales microorganismos, ya que no se contaba con los avances tecnoldgicos
ni los conocimientos claros de como es que estos organismos interactuaban

con el medio ambiente, asi como con los seres humanos. (p. 3)
Collard (1985) también menciona que:

La era del cultivo fue iniciada gracias a Louis Pasteur a la par con Robert
Koch quienes con sus respectivos experimentos y teorias dieron pie a lo
gue hoy en dia es la microbiologia moderna. Ambos se dedicaron a estudiar
la naturaleza de la reaccion de fermentacion. La hipotesis de Pasteur era
gue cada reaccién de fermentacion estaba dada por el crecimiento y el
metabolismo de un microorganismo en especifico, lo que lo llevo a
desarrollar métodos de cultivo de cada microorganismo con el fin de
obtener cepas completamente aisladas, evitando asi la contaminacion con
cualquier otro tipo de especie de microorganismo. Para poder llevar a cabo
todos y cada uno de sus experimentos y ensayos, Pasteur se dedic6 a
utilizar formas para esterilizar los medios y el material de vidrio. El uso de la
llama, el horno de aire caliente y la autoclave se iniciaron en el laboratorio
de Pasteur, asi como el uso de materiales de cuello de cisne sellados, con
el fin de obtener materiales completamente estériles y funcionales para sus
experimentos. Su trabajo sobre la fermentacion, le llevo a la publicacion de
sus estudios sobre las alteraciones del vino y de la cerveza. Después de
dichos estudios, Pasteur fue requerido para dar solucion a la problematica
gue tenian con los gusanos de seda, pues estos organismos se morian en
grandes cantidades, sin causa aparente. Pasteur estudié a los gusanos de

seda llegando a la conclusién de que la causa de muerte de los mismos,
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estaba dada por un parasito protozoo y, mediante el uso del microscopio,
pudo comprobar la presencia de dicho parasito en los gusanos enfermos,

asi como la total ausencia de los mismos en los gusanos sanos. (p. 3)

Los trabajos que realiz6 sobre el antrax y el colera aviar dieron pauta a que
se introdujera el concepto de atenuacion de los cultivos y esto contribuy6 de
manera significativa al desarrollo de vacunas vivas con el fin de poder
controlar ambas enfermedades y con el estudio de la rabia tuvo la

oportunidad de producir una vacuna atenuada.

Robert Koch se hizo famoso por descubrir el bacilo causante de la
tuberculosis, asi como también el bacilo del cdllera y sobretodo por el
desarrollo de los postulados de Koch. El trabajo de Koch consistié en aislar
el microorganismo causante de una enfermedad y hacerlo crecer en un
cultivo puro, asi pues, Robert Koch contribuydé de manera muy importante al
desarrollo de técnicas de cultivos bacterianos con la introduccion de medios
sélidos y procedimientos para la obtencion de cultivos de especies puras
mediante estrias en el medio sdélido. Entre 1882 y 1900 se habian aislado
muchos de los microorganismos causantes de enfermedades bacterianas y

se habian implementado medidas preventivas.
Collard (1985) afade que:

Gracias al auge que la microbiologia obtuvo durante el siglo XX, el estudio
de la fisiologia y la bioguimica bacteriana representé ser un tema de
fundamental importancia en dicho siglo y se vio impulsado por el
aislamiento de enzimas libres de células y el desarrollo de la bioquimica en
Alemania e Inglaterra a principios del siglo. El estudio de la bioquimica
bacteriana no so6lo descubri6 algunas de las rutas metabdlicas por las
cuales se sintetizan moléculas mas complejas, sino que llevé también a un
conocimiento mas profundo acerca de los mecanismos de la expresion

génica resumida en el aforismo <<un gen una enzima>>. Gracias al estudio
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de la genética bacteriana se desarrolld6 el tema nuevo de la genética

molecular. (p. 5)

El uso de colorantes de origen vegetal data del afio de 1869, gracias a que
Hoffman utilizé el carmin para tefiir a las bacterias. En 1875 Weigert utilizo
el azul de metileno sintético también con el fin de tefiir a las bacterias. Y un
afio después, en 1876, Robert Koch describié por primera vez endosporas
bacterianas, al afio siguiente, Koch fue el primero en preparar peliculas

secas de bacterias tinéndolas con azul de metileno.

En 1878 Abbé Zeiss introdujo las lentes de inmersion en aceite. En 1882
Koch logré tefiir el bacilo de la tuberculosis con azul de metileno alcalino

utilizando calor para conseguir la penetracion de su envuelta cerosa.

En los afios siguientes a la publicacion de la técnica de Gram, se hizo
evidente que dicho método también era de gran utilidad para dividir a las
bacterias en dos clases; las que retenian el colorante violeta fueron
clasificadas como Gram positivas y las que se decoloraban y retenian el
color rosaceo mediante la técnica de recuento por tincion, como Gram

negativas.

En 1882 Ziehl realiz6 una modificacion a la técnica de Gram introduciendo
al fenol con el violeta de metilo en lugar del agua de anilina, a su vez, en
1883, Neelsen modificaria la técnica de Ziehl describiendo sus
modificaciones para la tincion diferencial del bacilo tubérculo. Las
microbacterias resisten la decoloracién y se tifien de rojo, mientras que las
células del tejido y otras bacterias que resultan decoloradas se someten al

recuento por tincién con azul de metileno o verde de malaquita.

Gracias a todos los descubrimientos, experimentos y observaciones de todos los
cientificos mencionados, para finales del siglo XIX, la mayoria de las

caracteristicas morfolégicas externas de las bacterias eran conocidas.

13



Decré et al (2000) mencionan que:

Las tinciones en microbiologia son las primeras herramientas que se utilizan
en el laboratorio para el diagnostico de las enfermedades infecciosas, pues
brindan orientacion rapida sobre el probable agente etioldogico de una
enfermedad y desde hace méas de un siglo han ayudado a resolver
problemas de tipo microbiano. Hay una gran variedad de tinciones, que se
han ido desarrollando para la deteccion de los diferentes agentes
infecciosos - en los que se incluyen bacterias, parasitos, hongos y virus -.
La tincion de Gram se considera basica en la valoracion inicial de muestras
para analisis bacterioldgico, mientras que la tincion de Wright se utiliza para
el diagnoéstico de enfermedades muy particulares en el rubro de la
parasitologia y para la identificacion de algunos de los efectos y reacciones
propios de las infecciones virales, asi como el estudio de las enfermedades
no infecciosas como lo son las hematoldgicas. Hay tinciones que resultan
ser muy especificas y son de gran utilidad, como la tincion de Ziehl-
Neelsen, que es utilizada en el diagnostico de enfermedades crénicas como
la tuberculosis o la actinomicosis, gracias al poder diferencial que posee
dicha técnica, asi como también la tincién de azul de lactofenol que es muy
utilizada para preservar e identificar los componentes estructurales de los

hongos.

En el area de la microbiologia, el microscopio y las tinciones son utilizadas
de manera rutinaria, ya que nos ayudan a obtener informacion de mucha
importancia en cuanto a la identificacion de los distintos géneros y especies
con las cuales se puede trabajar y estudiar. (p. 232-235)

Al realizar la inspeccion de cualquiera que fuese la muestra, el poder de resolucion
del microscopio es de suma importancia, pues la resolucion es la capacidad que
posee un objetivo para distinguir la distancia minima existente entre dos puntos
del objeto para que se puedan visualizar como dos puntos completamente

separados.
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Guarner (2011) afiade que:

El poder de resolucion de un objetivo es el responsable de la calidad,
claridad, nitidez y enfoque detallado de la imagen y depende de la longitud
de onda (A) del haz de luz utilizado y de la apertura numérica del objetivo
empleado. El maximo poder de resolucion en un microscopio de luz emitida
es de 0.2 pm, por lo que es necesaria una amplificacion de
aproximadamente 1000-1400 x, mientras que el poder de resolucién del ojo

humano es solamente de aproximadamente 0.2 mm.

Para aprovechar esta ventaja dada por los microscopios, se han
desarrollado diferentes técnicas tintoriales, con el fin de destacar las
caracteristicas morfolégicas de los microorganismos y que pueden ser

sometidos a un solo colorante o a mezclas de ellos. (p. 247)
Fung & Theriot. (1998) explican que:

Un colorante se define como una sustancia capaz de dar color a células,
tejidos, fibras, artefactos, microorganismos, etcétera, que, de acuerdo con
su origen, se pueden dividir en colorantes naturales y colorantes artificiales.
Los colorantes naturales son aquellos que son extraidos u obtenidos de
plantas o animales y los colorantes artificiales son aquellos que se obtienen
a partir de minerales procesados y manipulados en el laboratorio, también
se incluyen aquellos que son sintetizados quimicamente. Hablando de la
estructura quimica de los colorantes, es bien sabido que estan constituidos

de un componente cromoforo y un componente auxocromo.

El cromoforo es todo grupo aislado, covalente e insaturado, que tiene una
absorcion caracteristica en la region ultravioleta o visible; dicho en otras
palabras, es la capacidad que tiene una molécula para que sus electrones
absorban energia o luz visible, se exciten y emitan diversos colores de
acuerdo con la longitud de onda emitida como resultado del cambio en el
nivel energético. Cabe mencionar que esta longitud de onda corresponde al

rango dentro del espectro visible. (Figura 1). Los cromo6foros se pueden
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presentar en dos formas fundamentales, en sistemas conjugados pi 0

complejos metalicos.

WAVE LENGTH IN NANOMETER

Figura 1. Esquema del espectro electromagnético y la luz visible recuperado de:
https://bit.ly/3afAYeF

Los cromdforos son principalmente grupos funcionales con: dobles o triples
enlaces carbono-carbono, anillos aromaticos, grupos carbonilo, Imino,

diazo, nitro y enlaces carbono-y (y es un atomo con pares libres).

Los auxdcromos son grupos funcionales o radicales que constituyen una
molécula y poseen carga parcial positiva; tienen la funcion de intensificar la
formacién de color mediante la accion de grupos de atomos no saturados;
su funcién es desplazar a los croméforos hacia longitudes de onda largas
para aumentar la intensidad. Los siguientes grupos funcionales son

considerados auxécromos: metilo, halégenos, hidroxi, alcoxi, amino.

Aungue los microorganismos vivos se pueden observar directamente en
fresco al microscopio Optico gracias a la técnica de gota suspendida y otras
tantas que nos permiten observarlos vivos, en la mayoria de ocasiones
tenemos la necesidad de ocupar colorantes para que por medio de los
mismos sea mucho mas sencillo identificar a dichos microorganismos, asi
como para poder observar las estructuras que los conforman; ademas, nos

permite estudiar la reaccion a determinadas técnicas y por lo tanto nos
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permite clasificarlos. Asi pues, los colorantes tienen las siguientes

funciones:

1. Permiten hacer visibles a los objetos microscépicos Yy
transparentes.

2. Revelan su forma y tamafio.

3. Muestran la presencia de estructuras internas y externas.

4, Produces reacciones quimicas especificas. (p. 346-351)

Guarner (2011) realiza la clasificacion de las tinciones de la siguiente manera:

Como simples cuando toda la muestra a tratar se tifile de un solo color y
Unicamente se utiliza un colorante (azul de metileno o tinta china); las
tinciones diferenciales son todas aquellas en las cuales se visualiza mas de
un color, esto debido a que en la realizacion de la técnica de tincién se
utiliza mas de un colorante (Gram o Ziehl-Neelsen); también existen las
llamadas tinciones especificas, que son todas aquellas en las que se
utilizan anticuerpos marcados con una molécula fluorescente para
identificar una estructura celular en particular (inmunocitoquimico). (p. 248-
250)

El control de calidad de las diferentes técnicas de tincion es importante, ya que asi
se asegura que la preparacion de la muestra haya sido la adecuada, por lo que se
recomienda realizar al mismo tiempo la evaluacion de la muestra clinica, la tincion
de un agente infeccioso ya identificado mediante la misma tincién, el cual

funcionard como un control positivo.
Calvo (2011) menciona que:

Algunas técnicas para realizar tinciones como lo son Gram o Ziehl-Neelsen
requieren que antes de su proceso la muestra sea fijada, esto con la
finalidad de preservar las arquitectura estructural y quimica de las células.
Existen dos tipos de fijadores: fisicos y quimicos. Entre los procesos de

fijacion fisicos se tienen los siguientes: desecacion, calor seco, calor
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huimedo, ultrasonido y microondas; mientras que los procesos de fijacion
guimicos se pueden clasificar como oxidantes y reductores, de acuerdo con
sus propiedades quimicas como: Oxido cromico, acido acético, acido
picrico, acetona, dicromato de potasio, etc. Los agentes quimicos
reductores son: formaldehido, glutaraldehido, etanol, metanol, paraldehido,

etcétera.
Fung (1998) asegura que:

Quiza el método fisico con mayor utilizacién en la microbiologia es el calor
seco, que consiste en exponer directamente la laminilla con la muestra a la
flama del mechero, con esto se logra detener los procesos vitales de las
células y los microorganismos. Sin embargo, la sobreexposicion, o la
exposicion en una zona incorrecta de la flama (zona fria, zona caliente y
zona de fusion) repercutirdn en el efecto deseado; es muy comun provocar
alteraciones morfolégicas y destruccion celular. Este método preserva el
extendido por poco tiempo, por lo que se recomienda utilizar un método
qguimico, que precipite proteinas, antes de tefiir. Es muy importante sefialar
gue la fijacion por calor seco no puede ser utilizada cuando el patégeno que
se trabaja se transmite por via aérea debido a que en el proceso pueden

generarse aerosoles que pueden ser riesgosos para el personal.

Los métodos quimicos ofrecen mejores resultados para la fijacion, ya que
son ligquidos con potencial alto de difusion intracelular y detienen procesos
enzimaticos que provocan autolisis. Los reactivos poseen la capacidad de
interactuar con  biomoléculas como  proteinas, glicoproteinas,
peptidoglicanos, lipidos, glicolipidos, lipoproteinas, pigmentos, &acidos
pépticos y nucleicos. El metanol es el reactivo que se encuentra al alcance
de todos los laboratorios; es un reactivo reductor, deshidratador, y es
clasificado como fijador coagulante, de tal manera, coagula proteinas y las
hace insolubles, pero sin desnaturalizarlas. Se preserva la arquitectura de la

pared celular y evita la sobrecoloracion.
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El metanol tiene un potencial reductor mayor que el etanol y su
concentracion ideal es >99 %. El metanol preserva la integridad de los
acidos nucleicos, por lo que también es ideal para realizar técnicas de

inmunohistoquimica e hibridacion in situ. (p. 346-351)

La intensificacion de la industrializacion que se presenté en México durante la
segunda mitad del siglo pasado, produjo una mayor demanda de materias primas
para satisfacer el creciente consumo de una poblacion en aumento y con patrones
de consumo cambiantes y cada vez mas demandantes. A la par crecieron la
generacion de residuos de distintos tipos y los problemas asociados para su
disposicion adecuada, asi como las afectaciones a la salud humana y a los

ecosistemas.

Los residuos se definen en la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral
de los Residuos (LGPGIR) como aquellos materiales o productos cuyo propietario
0 poseedor desecha y que se encuentran en estado solido o semisolido, liquido o
gaseoso y que estan contenidos en recipientes o depositos; pueden ser
susceptibles de ser valorizados o requieren sujetarse a tratamiento o disposicién
final conforme a lo dispuesto en la misma Ley (DOF 2003). En funcion de sus

caracteristicas y origenes, se les clasifica en tres grandes grupos:

e Residuos solidos urbanos
e Residuos de manejo especial

e Residuos peligrosos
El grupo en el que se enfoca el presente trabajo es en el de residuos peligrosos.

La gran diversidad de sustancias quimicas que existen en la actualidad, si bien es
cierto que ha servido para mejorar significativamente el nivel de vida de la
poblacién, también ha ejercido una presion importante sobre el medio ambiente y
la salud humana. Una vez finalizada la vida util de muchos de los productos que
se fabrican a partir de estas sustancias o que las contienen, se convierten en
desechos que ponen en riesgo la salud de las personas o pueden causar dafios al

medio ambiente. Entre otros desechos se encuentras los residuos peligrosos,
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definidos como aquellos que poseen alguna de las caracteristicas CRETIB que les
confieren peligrosidad (corrosividad C; reactividad R; explosividad E; toxicidad T;
inflamabilidad I; o ser biolégico-infecciosos, B), asi como los envases, recipientes,
embalajes y suelos que hayan sido contaminados segun lo establece la Ley
General para la Prevencién y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR). La
NOM-052-SEMARNAT-2005 establece las caracteristicas, el procedimiento de

identificacion, clasificacion y los listados de los residuos peligrosos.

Los residuos peligrosos pueden manejarse y/o disponerse de manera segura de

distintas formas:

e Por el reciclaje y retiso previo a su tratamiento y disposicion final
e Por medio del tratamiento que reduce su peligrosidad
e Por su incineracion bajo condiciones controladas

e Por su confinamiento en sitios adecuados para ello

Para llevar a cabo estos procesos, los residuos deben transportarse previamente y
de manera segura desde sus sitios de origen hasta las instalaciones donde seran

manejados o dispuestos para su confinamiento.

A continuacioén, se mencionaran las principales técnicas de tincién utilizadas en
microbiologia, citogenética, hematologia, parasitologia, micologia, histologia,
analisis bioquimico clinicos, inmunologia, que son algunas de las materias
impartidas en la FES-C, asi como su fundamento, composicién, interpretacion
para realizar la correcta identificacion de los microorganismos, células, tejidos,
etcétera, asi como el tratamiento de los residuos que se generan al realizar cada

una de las técnicas para garantizar una minima repercusiéon al medio ambiente.
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5 TINCION DE GRAM

Resulta casi imposible pensar que una persona que se dedique a la microbiologia
no haya realizado una tincion de Gram. Desde la época del bachillerato tuvimos la
oportunidad de realizar esta tincion en diversas asignaturas y es casi una ley el
aprender a realizar la tincion de Gram.

Una de las figuras mas emblematicas e iconicas en el area de la microbiologia es
el cientifico Hans Christian Joachim Gram. Nacié en Copenhague en el afio de
1853. Desde muy temprana edad, Gram tuvo inclinacion por las ciencias
naturales, fungié como asistente de boténica y zoologia. Se inscribi6 en la facultad
de Medicina de la Universidad de Copenhague, titulandose en el afio de 1878.
Realizo estudios acerca del nimero y tamafio de los glébulos rojos, profundizé sus

estudios en farmacologia y bacteriologia.

Murray (2007) dice que:

La tincion de Gram es un procedimiento de gran utilidad empleado en los
laboratorios donde se manejan pruebas microbiolégicas. Es definida como
una tincion diferencial, ya que hace el uso de dos colorantes y nos ayuda a
clasificar a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram positivas y
bacterias Gram negativas. Fue desarrollada en el afio de 1884 por el
cientifico danés ya mencionado; hoy en dia, es una de las tinciones mas
utilizadas a nivel mundial gracias a lo econdmico, rapido, sencillo y eficaz
que resulta. (p. 275-277)

En microbiologia clinica realizar la tincion de Gram es de gran ayuda, pues a partir
de muestras clinicas directas provenientes de sitios estériles se puede saber de
manera rapida y sencilla las caracteristicas de la muestra y hacer una
diferenciacion de los posibles microorganismos causantes de una infeccion, y asi,
orientar a los profesionales de la salud en la eleccion del tratamiento adecuado de

la infeccion y los pasos que se deben de seguir para el diagndstico correcto.
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Fundamento

Nagata (2010) afirma que
Los principios de la tincion de Gram estan basados en las caracteristicas de
la pared celular de las bacterias, la cual le confiere propiedades
determinantes a cada microorganismo. La pared celular de las bacterias
Gram (-) estd constituida por una capa fina de peptidoglicano y una
membrana celular externa, mientras que las bacterias Gram (+) poseen una
pared celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no cuentan con
una membrana celular externa; asi pues, a composicién quimica y el
contenido de peptidoglicano en la pared celular de las bacterias Gram (+) y
Gram (-) explica y determina las caracteristicas por las cuales se tifien de

diferente manera los diversos microorganismos (Figura 2). (p. 490-497)
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Figura 2. Esquema de las diferencias estructurales entre bacterias Gram (+) y (-).

Recuperado de: https://bit.ly/3lgcVGm

Popescu (1996) dice que:
La tincion de Gram se basa en colocar como colorante primario al cristal
violeta, el cual tiene afinidad por el peptidoglicano de la pared celular
bacteriana. Posteriormente, se coloca Lugol, el cual sirve como mordiente e
impide la salida del cristal violeta mediante la formacién de un complejo
cristal violeta-yodo que satura los espacios del peptidoglicano de la pared
bacteriana y lo estabiliza. Enseguida, se coloca una mezcla de alcohol-
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acetona, la cual deshidrata la pared bacteriana y cierra los poros de la
misma, también destruye la membrana externa de las bacterias Gram (-),
debido a que esta es soluble a la accion de solventes organicos, como la
mezcla de alcohol-acetona. Las bacterias Gram (+), al poseer una gran
cantidad de peptidoglicano, retienen con mayor fuerza el complejo formado,
mientras que las Gram (-) no lo pueden retener por tener una menor
cantidad de peptidoglicano. Por udltimo, se coloca la safranina, la cual
funciona como un colorante secundario o de contratincién y que sirve para
tefiir las bacterias que no pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo.
(p- 145-151)

Beveridge (1991) dice que:
Hay bacterias de un mismo género que pueden observarse en la misma
muestra como Gram (+) y como Gram (-), cuando ocurre esta situacion se
le conoce como tincion Gram variable secundaria a la alteracion en
nutrientes, temperatura, pH, concentracion de electrolitos, al numero de
pases en medios sintéticos in vitro y al envejecimiento del cultivo. (p. 684-
705)

Murray (2007) afirma que:
No todas las bacterias se pueden tefiir utilizando la técnica de Gram, ya que
carecen de pared celular (micoplasma) o su pared celular tiene una
composicién quimica diferente como lo son las micobacterias que poseen
una gran cantidad de acidos micdlicos. Las muestras (tiles para su uso son
liquidos estériles, biopsias para cultivo, abscesos, hisopados, crecimiento
de colonias aisladas en medios de cultivo, entre otras. Las bacterias Gram
(+) se observan de color azul obscuro a morado, mientras que las Gram (-)

se observa de color rosa a rojo (Figura 3).
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Procedimiento
1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.
Colocar sobre el portaobjetos la muestra a tratar.
Fijar la muestra con calor (mechero).
Colocar la muestra fijada en una charola para tincion.
Afnadir cristal violeta y dejar actuar durante 1 minuto.
Enjuagar con agua el exceso de colorante.
Afnadir Lugol y dejar actuar durante 1 minuto.

Enjuagar con agua el exceso de Lugol.

© 0 N o o bk~ w0 DN

Afadir un decolorante (alcohol o acetona) y dejarlo actuar durante 3-5
segundos.

10.Enjuagar con agua el exceso de decolorante.

11.Afadir safranina y dejar actuar durante 1 minuto.

12.Enjuagar con agua el exceso de safranina.

13.Dejar secar la muestra.

14. Observar al microscopio.

A

Gramnegativas Grampositivas

FADAM.

Figura 3. Visualizacion de bacterias Gram (+) y (-). En la imagen se puede observar la
coloracién caracteristica al microscopio de bacterias Gram (-) (circulo izquierdo) y Gram
(+) (circulo derecho). Las Gram (-) se observan de color rosa-rojo, pertenecientes a
Escherichia coli. Y las Gram (+) se observan de color azul-morado, pertenecientes a
Streptococcus spp. Recuperado de: https://bit.ly/3RnbBrK
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Componentes de la tincion.
1. Cristal violeta
2. Lugol

3. Alcohol/Acetona

4

Safranina
Tratamiento de residuos.

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE GRAM

!

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en 6ptimas condiciones de uso.

!

Colocar sobre el portaobjetos la muestra a tratar.

!

Fijar la muestra con calor (mechero) 3 veces.

!

Colocar la muestra fijada en una charola para
tincién.

!

Anadir cristal violeta, procurando cubrir toda la
muestra y dejar actuar durante 1 minuto.

!

Enjuagar con agua el exceso de colorante.

!

Afadir Lugol y dejar actuar durante 1 minuto.

!

Enjuagar con agua el exceso de Lugol.

!

Anadir un decolorante (alcohol o acetona) y
dejarlo actuar durante 3-5 segundos.

!

Enjuagar con agua el exceso de decolorante.

!

Anadir safranina y dejar actuar durante 1 minuto.

!

Enjuagar con agua el exceso de safranina.

Y

|
Y
Dejar secar la muestra.

v

FIN

R1

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.
R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado, que

proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 1. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacién de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Cristal violeta, Almacenar en un
R1 Lugol, Toxicidad frasco &mbar
alcohol/acetona y Inflamabilidad etiquetado de
safranina manera correcta
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6 TINCION ZIEHL-NEELSEN

Prescott (2000) menciona que:

La tincion de Ziehl-Neelsen es la técnica comunmente usada en el
diagnostico rutinario de la tuberculosis.

Es una técnica rapida, facil y de bajo costo, lo que permite que se pueda
realizar en casi cualquier laboratorio clinico. Esta tincion permite diferenciar
a las bacterias en dos grupos: aquellas que son capaces de resistir la
decoloracion con alcohol-acido y aquellas que no lo son. La sensibilidad de
esta tincion para identificar bacilos &cido-alcohol resistentes es del 74 % y
la especificidad del 98 %, teniendo un limite de deteccion de 5000-10000

bacilos/mL de muestra. (p. 110)

Selvakumar et al (2002) afirman:

Que el agente etiolégico de la tuberculosis fue descrito por Heinrich
Hermann Robert Koch, quien, basandose en las caracteristicas de las
micobacterias, desarrolld6 una de las primeras tinciones utilizando azul de
metileno seguido de la tincion de Bismarck. Sin embargo, fueron los
trabajos de Paul Ehrlich los que definieron la resistencia a la decoloracion
por alcohol-acido, y las ultimas modificaciones a la tincion fueron realizadas
por los cientificos alemanes Franz Ziehl y Karl Adolf Neelsen.

El género Mycobacterium es el Unico miembro en la familia
Mycobacteriaceae y esta relacionado con otros géneros que contienen
acidos micolicos (Gordonia, Tsukamurella y Rhodococcus), los cuales
también pueden ser tefiidos con esta tincion. La pared celular de las
micobacterias es extremadamente compleja en cuanto a su composicion
bioquimica; dicha caracteristica es la que se ha aprovechado para realizar
la tincion de Ziehl-Neelsen. (p. 3041-3043)
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Fundamento

La pared celular esta compuesta por acido mesodiaminopimélico, alanina, acido

glutamico, glucosamida, &cido murédmico, arabinosa y galactosa (Figura 4).
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Figura 4. Representacion en esquema de la pared celular de las micobacterias.
Recuperada de: https://bit.ly/3aZt610

Murray (2007) describe que:

Los &cidos micélicos (70-90 numero de atomos de carbono) junto con los
lipidos libres (ej. Trealosa-6,6"-dimicolato) proveen a la célula de una
barrera hidrofébica. Otros acidos grasos importantes son: ceras,
fosfolipidos, acidos micoséricos y phtienoico.

La tincibn se basa en colocar carbol-fucsina y calentar la preparacion
ligeramente para solubilizar las ceras, lipidos y otros acidos grasos de la
pared celular para que permita el paso libre del colorante, el cual tiene una
enorme afinidad por los acidos micolicos presentes en la pared- Al enfriar
con agua, los componentes de la pared se vuelven a solidificar, resistiendo
la accion abrasiva del alcohol-acido, y el azul de metileno se utiliza como

contratincion (Figura 5). (p. 543)

29


https://bit.ly/3aZt610

R
N ARy \\\
> § - g T.' ",L . >

SR & 2 }\‘\ \
r :' \ ’/%! 3 (" JJ. ?‘)-‘
4 " :i:'-‘ 3 . ﬁ"
pX AV -

k 0}-1 N LS E

Figura 5. Mycobacterium tuberculosis observada al microscopio con tincién de Ziehl-

Neelsen. Recuperada de: https://bit.ly/3PVgjeZ

Las muestras clinicas utiles para su uso son multiples, como el liquido
cefalorraquideo, liquido pleural, liquido sinovial, liquido pericardico, biopsias para
cultivo, abscesos, aspirados, crecimiento de colonias aisladas en medios de
cultivo, expectoraciones, aspirados endotraqueales y lavados bronquioalveolares.
Una tincion positiva es aquella en la que se observan bacilos &acido-alcohol
resistentes, los cuales son de color rojo fucsia. La evaluacion y reporte de las

laminillas se realiza de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 2. Evaluacion y reporte de las laminillas tefiidas por Ziehl-Neelsen.

NUMERO DE BACILOS ACIDO ALCOHOL
RESISTENTES TENIDOS POR ZIEHL-
REPORTE NEELSEN. OBJETIVO DE INMERSION
(100x).
NEGATIVO 0
DUDOSO/REPETIR 1-3/300 (3 barridos) C?
1+ 1-9/100 C? (1 barrido)
2+ 1-9/10 C#
3+ 1-9/C?
4+ >9/C?
C?= Campos del microscopio Barrido= observaciones de la laminilla
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Procedimiento
1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.
Realizar en el portaobjetos un extendido de la muestra.
3. Afadir al frotis el primer colorante (carbofucsina) procurando cubrir el total
de la muestra.
4. Pasar por el mechero el portaobjetos con la muestra varias veces, durante
5 minutos, evitando que el colorante hierva.
Decantar y enjuagar con agua el exceso de colorante.
Decolorar con alcohol-acido hasta que la muestra tenga un color rosado.
Enjuagar la muestra con agua destilada.

Afadir a la muestra azul de metileno y dejarlo actuar durante un minuto.

© © N o O

Enjuagar la muestra con agua destilada para eliminar el exceso de
colorante.
10.Dejar secar el portaobjetos al aire.

11.0Observar al microscopio y reporta resultados.

Figura 6. En la imagen se pueden observar bacilos de color rosado, color caracteristico
de las micobacterias acido-alcohol resistentes (+), gracias a la afinidad del colorante por

los acidos micélicos. Recuperada de: https://bit.ly/3Xcmz68
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Componentes de la tincion.
1. Carbofucsina
2. Alcohol/acido (3 mL de HCI 0.36 N en 100 mL de etanol de 96°)
3. Azul de metileno

Tratamiento de residuos.

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada,

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en 6ptimas condiciones de uso.

\

Realizar sobre el portaobjetos un extendido de la
muestra y colocarla en una charola para tincién.

\

Colocar la muestra en un recipiente con
carbofucsina.

Y

Pasar por el mechero el recipiente con el
colorante y la muestra varias veces, durante 5
minutos, evitando que el colorante hierva.

Y

Decantar y enjuagar con agua el exceso de
colorante.

\i

Decolorar con alcohol-acido hasta que la
muestra tenga un color rosado.

Enjuagar con agua destilada.

\

Anadir a la muestra azul de metileno y dejarlo
actuar durante 1 minuto.

Y

Enjuagar con agua destilada el exceso de
colorante.

y

Dejar secar la muestra al aire.

Observar al microscopio y reportar resultados.

Y

FIN

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.
R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado, que
proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el

recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 3. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
. Corrosividad Almacenar en un
Carbofucsina, L !
R1 alcohol-4cido v azul Reactividad frasco ambar
y Toxicidad etiquetado de

de metileno

Inflamabilidad

manera correcta
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7/ CRISTAL VIOLETA

El cristal violeta es un colorante organico, sintético y alcalino de triamino-
trifenilmetano. Se encuentra como un polvo con brillo metalico verde oscuro.
Recibe varios nombres, entre los cuales se puede mencionar cloruro de hexametil
pararosanilina o violeta de metilo, violeta de anilina, violeta de genciana, etc.

Se obtiene mediante varias rutas, las cuales incluyen reacciones de condensacion,
adicion, cloracion, entre otras. Todas tienen como materia prima la N, N-
dimetilanilina. Se emplea como componente de las tintas usadas para realizar
impresiones y en la de los boligrafos, Asimismo, se usa para tefir cuero, papel,
detergentes, fertilizantes, entre otros productos. Fue utilizado como antiséptico.
Tiene propiedades antimitoticas, antibacterianas, antiparasitarias y antimicoticas.
Su mecanismo de accion es bacteriostatico. Es empleado en histologia para tefir
los cortes de tejidos y en microbiologia para colorear y clasificar las bacterias
conforme a sus propiedades de tinciébn con la coloracibn de Gram. (Chemical
Book, 2017)

Las esferas azules corresponden a los atomos de nitrégeno, y en la cima, yace un
nitrégeno con carga formal positiva, el cual atrae el anion Cl- (esfera verde). La
estructura es plana en los tres anillos aromaticos, debido a la hibridacion sp2 de
sus atomos de carbono. Nétese que, aunque el anillo superior sea aromatico, no
contiene las lineas punteadas en su interior. Esto significa que la resonancia de
sus enlaces dobles no se encuentra favorecida.

La molécula del cristal es notoriamente polar. ¢Por qué? Porque los tres atomos
electronegativos de nitrogeno ceden su par de electrones libres a los anillos
aromaticos, y parte de esta densidad electrénica es atraida por el atomo de
nitrogeno con carga parcial positiva (N+). Esta propiedad se evidencia en su alto

punto de ebulliciébn, muy superior al del agua. (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de la molécula de triamino-trifenilmetano, recuperada de:

https://bit.ly/2S5fhiA

El cristal violeta ha sido obtenido por diversas rutas. Fue preparado por primera
vez por Caro y Kern, dos quimicos alemanes que hicieron reaccionar dimetilanilina
con fosgeno. Esta reaccion dio como resultado un producto intermedio, la 4,4’-bis
(dimetilamino) benzofenona, conocida también como cetona de Michler.
Seguidamente esta cetona se hizo reaccionar con mas dimetilamina con oxicloruro
de fésforo y acido clorhidrico. Al reactivo mixto de iodo con el cloruro de cristal
violeta se le conoce como violeta de genciana. Otra manera de preparar el cristal
violeta es mediante la reaccidén de condensacién de dimetilamina y formaldehido,
dando como resultado un colorante blanco.

Dependiendo de las condiciones de pH, luz o calor, este colorante blanco puede
sufrir transformaciones reversibles que oscilan entre dos colores pasando por el
incoloro. (Chemical Book, 2017)

Fundamento

El cristal violeta forma parte de los componentes del método de la coloracion de
Gram. Este permite clasificar las bacterias como bacterias Gram (+), o bacterias
Gram (-). Algunas de ellas, sin embargo, no se colorean con el Gram.

El uso del cristal violeta se basa en la penetracion de éste a través de la gruesa
pared celular de las bacterias. Asi, su estructura celular retiene el colorante,
tinendo a la bacteria de morado, Este es el caso de las bacterias Gram (+).

Mientras que, si las bacterias tienen una pared celular delgada, se catalogan como
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bacterias Gram (-). Debido a esto, el colorante no logra permanecer el tiempo
suficiente dentro de ellas para tefirlas (entra y sale la molécula de triamino-
trifenilmetano con facilidad).

Posteriormente en el proceso de contratincién que lleva este mismo método de
Gram, las bacterias se colorean con fucsina fenicada, quedando de color rosado.
Cuando las bacterias no poseen pared celular, y no presentan ningun tipo de
coloracién, quedan clasificadas como bacterias que no se colorean con la técnica
de Gram. (Chemical Book, 2017)

Tabla 4. Diferentes usos del colorante Cristal Violeta.

USOS DEL CRISTAL VIOLETA

Componente de tintas

Marcado temporal de piel

Componente en la tincion de Gram

Tratamiento de infecciones por diferentes microorganismos

Laboratorios e investigacion biomédica

Componentes del colorante
1. Triamino-trifenilmetano
Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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CRISTAL VIOLETA

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en dptimas condiciones de uso.

]

Realizar sobre el portaobjetos un frotis de
la muestra y colocarla en una charola para
tincion.

(]

Afadir al frotis el cristal violeta,
procurando cubrir toda la muestra y dejar
actuar durante un minuto.

L]

Decantar y enjuagar con agua el exceso de
colorante.

L]

Dejar secar la muestra al aire

]

Observar al microscopio y reportar
resultados.

FIN

R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado que proteja del
dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el recipiente de
manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.

Tabla 5. Informaciéon general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION [;:%S:TOAS'\IACIZIIE(I)\]I\;S
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Almacenar el un
R1 Triamino- Corrosividad frasco ambar
trifenilmetano Toxicidad etiquetado de
manera correcta
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8 ROJO CONGO

Merck (2015) menciona que:

Es una tincion que sirve para la identificacion de amiloide segun Highman,
es utilizado para el diagnostico celular en la medicina humana y se emplea
en el examen histolégico de muestras de origen humano. El amiloide es una
estructura compuesta de fibrillas proteicas (d 8-15 nm cada una),
homogénea vy tefible de forma eosinofila que se deposita entre las células
p. ej. en caso de amiloidosis. Todos los depoésitos de amiloide contienen
fibrillas proteicas parecidas que son resistentes a los mecanismos de
defensa del organismo y que ni pueden ser eliminadas. (p. 453-454)

Fundamento

Merck (2015) afirma que:
La tincién de Rojo Congo se realiza sobre la base de enlaces por puente de
hidrogeno con el componente de carbohidrato del sustrato. EI Rojo Congo
es un colorante aniénico y puede depositarse en fibrillas de amiloide, las
cuales presentaran en este caso un destacado dicroismo bajo luz
polarizada. Al trasluz, el tejido tefiido con Rojo Congo aparece en color
naranja-rojo, mientras que, si se mira bajo luz polarizada, los depdésitos de
amiloide se presentan en forma de doble refraccion de color verde intenso
sobre fondo oscuro. Hay otros materiales que también se tifien con Rojo
Congo, como p. €j. el colageno, pero que, sin embargo, no son visibles bajo
luz polarizada. La tincién puede ser técnicamente dificil si se utilizan cortes
de parafina demasiado finos (<5 um) o si el tejido ha sido sometido a una
sobretincion excesiva. Como material de partida se emplean cortes de tejido
fijado en formalina e incluido en parafina (cortes parafinicos de 5-6 ym de

espesor).
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Figura 8. Muestra tratada con la tincibn Rojo Congo. Recuperada de:
https://bit.ly/3zcqvQ1l

Figura 9. Esporangios y esporas teflidas con Rojo Congo. Recuperada de:
https://bit.ly/3zzgl13

Procedimiento

N

© o N o gk~

Preparar el corte histolégico o frotis de manera correcta.

Una vez preparado el corte, colocar la muestra en agua destilada durante 1
minuto.

Agregar hematoxilina modificada durante 5 minutos.

Lavar la muestra con agua de grifo durante 5 minutos.

Agregar colorante Rojo Congo y dejarlo actuar durante 10 minutos.

Lavar la muestra con agua de grifo durante 5 minutos.

Agregar solucion de KOH y dejar actuar durante 30-40 segundos.

Lavar con agua de grifo durante 5 minutos.

Agregar etanol al 96% y dejarlo actuar durante 1 minuto.
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10.Agregar etanol absoluto y dejarlo actuar durante 2 minutos.
11.Dejar secar la muestra al aire.

12.0bservar al microscopio y registrar resultados.
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Figura 10. Muestra histol6gica conjuntiva teflida con Rojo Congo, en la cual se observa
amiloidosis primaria conjuntival, con la coloracion caracteristica de esta tincion para tejido
conjuntivo. Nucleos celulares azul oscuro. Amiloide al trasluz rosa a rojo, bajo luz

polarizada metacromasia verde. Tejido conjuntivo, colageno rojo claro. Recuperada de:

https://bit.ly/3z7AEgB

Componentes de la tincion

1. Hematoxilina
2. Rojo Congo
3. KOH
4. Etanol

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION ROJO CONGO

Preparar el corte histolégico de manera
adecuada y correcta.

!

Una vez preparada la muestra, colocarla en una
charola para tincién, afiadir agua destilada y
dejarla actuar durante 1 minuto.

!

Agregar hematoxilina modificada y dejarla actuar
durante 5 minutos.

!

Enjuagar la muestra con agua de grifo durante 5
minutos (a flujo muy lento).

v

Anadir el colorante Rojo Congo y dejar actuar
durante 10 minutos.

!

Enjuagar la muestra con agua de grifo durante 5
minutos (a flujo muy lento).

!

Agregar la solucién de KOH y dejar actuar
durante 30-40 segundos.

Y

Enjuagar la muestra con agua de grifo durante 5
minutos (a flujo muy lento).

Y

Agregar etanol al 96% y dejar actuar durante 1
minuto.

!

Agregar etanol absoluto y dejar actuar durante 2
minutos.

!

Dejar secar la muestra al aire.

!

Enjuagar la muestra con agua de grifo durante 5
minutos (a flujo muy lento).

FIN

R1

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincion.
R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y pr der a ali

larenunr

proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 6. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Hematoxilina, rojo Corrosividad AI?;SCfOng:nir;run
R1 congo, KOH y Toxicidad .
. etiquetado de
etanol Inflamabilidad

Mmanera correcta
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9 TINCION FLAGELAR

Los flagelos son apéndices filamentosos de la superficie bacteriana, compuestos
por proteinas especificas denominadas flagelinas con peso molecular
relativamente bajo, que varia entre 17 000 y 40 000. El aparato flagelar esta
constituido por tres regiones distintas. La regibn mas externa es el filamento
helicoidal formado por flagelina. Cerca de la superficie celular estd unido a un
gancho de didmetro algo mayor, constituido por un tipo diferente de proteina. Este,
a su vez, se halla unido a un cuerpo basal alojado por completo dentro de la
envoltura celular, estructura que consta de un pequeiio cilindro central insertado
en un sistema de anillos. (Figura 11). (Facultad de Medicina Argentina, 2015)
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Figura 11. Esquema de la composicion de un filamento bacteriano. Las bacterias méviles
poseen flagelos con una ubicacién caracteristica y puede utilizarse para diferencias
especies y géneros. Recuperada de: https://bit.ly/3cNB3Hd
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Fundamento

Los flagelos son estructuras demasiado finas para ser visibles al microscopio
optico. Sin embargo, si se tratan con suspensiones coloidales de sales de &cido
tanico puede ponerse de manifiesto su presencia y disposicion en la célula, por
medio de la formacion de un precipitado grueso que se deposita sobre la pared
celular y los flagelos. De esta forma, el diametro de estas estructuras aumenta de
tal modo que una tincién subsiguiente con fucsina basica (coloracion de Leiffson) o
nitrato de plata (impregnacién argéntica), las hace visibles en el microscopio
Optico. Es una tincién util en la identificacion de bacilos Gram (-) no fermentadores.

(Figura 12). (Facultad de Medicina Argentina)

Figura 12. Muestra tratada con tincién flagelar, observada al microscopio. Recuperada
de: https://bit.ly/3P1pjnO

Procedimiento

1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.

Tomar el cultivo bacteriano que servira como muestra.

Tomar con asa bacterioldgica la muestra bacteriana.

Colocar la muestra en un tubo de ensayo con agua esteéril.

Colocar en el portaobjetos, con asa bacteriolégica, 1 o 2 gotas de muestra.

o gk Wb

Afadir a la muestra fucsina y dejar actuar durante 5-15 minutos. (Se

formara un precipitado).
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7. Lavar el precipitado con agua destilada.
8. Dejar secar la muestra al aire

9. Observar al microscopio y registrar resultados.
Preparacion del colorante

1. Fucsina basica (1.2 g de acetato de pararosa anilina).
100 mL de etanol 95°.
2. Acido tanico (3 g).
100 mL de agua destilada.
Agregar fenol para una concentracion 1/2000
3. Cloruro de sodio (1.5 g).
100 mL de agua destilada.

Mezclar los componentes en partes iguales y refrigerar.
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Figura 13. Se observan los flagelos de color rojo, ademas de un engrosamiento notorio

de los mismos. Recuperada de: https://bit.ly/3cIDlaw

Componentes de la tincion

Fucsina béasica
Etanol
Acido tanico

A

Fenol
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5. Cloruro de sodio
Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada
usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION FLAGELAR

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en 6ptimas condiciones de uso.

!

Tomar el cultivo bacteriano que servira como
muestra.

!

Tomar con una asa bacteriolégica la muestra
bacteriana.

!

Colocar la muestra en un tubo de ensayo con
agua estéril.

!

Colocar el portaobjetos en una charola para
tincién y con ayuda de una asa becterioldgica,
colocar una o dos gotas de muestra.

!

Anadir a la muestra el colorante y dejar actuar
durante 5-10 minutos.

!

Observar la formacién de un precipitado.

!

Enjuagar el precipitado con agua destilada.

[
Y

R1

Dejar secar la muestra al aire.

!

Observar al microscopio.

!

FIN

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.

R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado, que
proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 7. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Fucsina basica, . Almacenar en un
. . L . Corrosividad .
etanol, acido tanico, . frasco ambar
R1 fenol y cloruro de Toxicidad etiquetado de
y Inflamabilidad d

sodio

Mmanera correcta
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10 TINCION DE ESPORAS (WIRTZ-CONKLIN O SHAFFER

FULTON)

Fundamento

Algunos géneros bacterianos, entre los que destacan Clostridium y Bacillus,

producen en su interior formas de resistencia denominadas endosporas. Se
producen cuando las condiciones ambientales son desfavorables (agotamiento de
los nutrientes, temperaturas extremas, radiaciones, compuestos toxicos, etc.)
forméandose una espora por cada forma vegetativa. Al finalizar el proceso de
esporogeénesis, la célula vegetativa se lisa y libera la espora al exterior. Cuando el
ambiente es favorable, la espora germina generando una nueva forma vegetativa.
La capacidad de germinar perdura durante afos. Algunas de las bacterias
productoras de endosporas son patdgenas para el hombre, por lo que su estudio y
observacion son de enorme interés.

Las endosporas poseen unas cubiertas exclusivas que las hacen resistentes a los
factores ambientales adversos. Ademas, estas cubiertas hacen que las esporas
aparezcan en el microscopio 6ptico como estructuras refringentes y de dificil
tincion. (Facultad de Medicina Argentina, 2017)

La tincion especifica de esporas requiere dos colorantes:
1. Verde de malaquita: capaz de tefiir las esporas en caliente.
2. Safranina: colorante de contraste que tifie las formas vegetativas.

Las endosporas, tras la primera tincion, no perderan el colorante en el lavado con

agua, y si lo haran las formas vegetativas, que quedaran tefiidas con el segundo

colorante. (Figura 14). (Facultad de Medicina Argentina, 2017)
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Figura 14. Muestra tefiida con la tincion de Wirtz-Conklin para endosporas, observada a
microscopio optico. Recuperada de: https://bit.ly/3JaTNN3

-
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Figura 15. Muestra tefiida con la tincién de Wirtz-Conklin, se observan endosporas de

color verde. Recuperada de: https://bit.ly/3SbcFzm

Procedimiento

1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.

2. Preparar los frotis bacterianos adecuados y de manera correcta.

3. Colocar la muestra en un recipiente que contenga el colorante verde de
malaquita.

4. Calentar el colorante durante 5 minutos. (Afiadir mas colorante en caso de
ser necesario, con el fin de evitar que el mismo hierva o se seque).

5. Vigilar que transcurra el tiempo de la tincion con el colorante emitiendo
vapores, evitando a toda costa tener contacto con ellos.

6. Enjuagar la muestra con agua para eliminar el exceso de colorante

7. Afnadir a la muestra safranina y dejarla actuar durante un minuto.
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8. Enjuagar con abundante agua para eliminar el exceso de colorante.
9. Dejar secar la muestra al aire

10.Observar al microscopio y registrar resultados.

e - k3
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Figura 16. En la imagen A se puede observar la muestra de un cultivo de bacterias
bucales y exosporas de color verde, asi como unos bacilos de color rosado/rojo y en la
imagen B se observa un acercamiento a endosporas en color verde al interior de las

células vegetativas de color rosa. Recuperada de: htips:/bit.ly/3votrdg vy
https://bit.ly/2DY9iaY

Componentes de la tincion

1. Verde de malaquita

2. Safranina

Tratamiento de residuos

Recolectar el R2 en un frasco &mbar y etiquetarlo de manera adecuada usando la

etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE ESPORAS

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en 6ptimas condiciones de uso.

!

Preparar los frotis bacterianos necesarios y de
manera correcta.

Y

Colocar la muestra en un recipiente que
contenga el colorante verde de malaquita.

!

Calentar el colorante durante 5 minutos. Anadir
mas colorante en caso de ser necesario, con el
fin de evitar que hierva o se seque.

!

Vigilar que transcurra el tiempo de la tincién con
el colorante emitiendo vapores, evitando a toda
costa tener contacto con ellos.

[ -
Y - R1

Colocar la muestra en una charola para tincién y
enjuagar la muestra con agua de grifo para
eliminar el exceso de colorante.

!

Anadir a la muestra safranina y dejar actuar
durante 1 minuto.

!

Enjuagar con agua de grifo para eliminar el
exceso de colorante.

[

¥ R2

\

Dejar secar la muestra al aire.

!

Observar al microscopio.

!

FIN

R1: El colorante verde malaquita se almacena en un recipiente debidamente etiquetado, con el fin de reutilizarlo las
veces que sea hecesario.

R2: Calentar la mezcla de agua y safranina hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un
recipiente apropiado, que proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales
incompatibles. Etiquetar el recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 8. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacién de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Almacenar en un
frasco ambar
etiquetado de
R1 Verde de malaquita Corro.si.vidad manera co.r.rect.a’
Toxicidad para su reutilizacion
las veces gue se
consideren
necesarias
Almacenar en un
. Corrosividad frasco ambar
R2 Safranina Toxicidad etiquetado de

Mmanera correcta
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11 TINCION AZUL DE ALGODON
Murray (2007) afirma que:

El examen microscopico es de gran importancia en micologia para la
observacion de las diferentes especies de hongos de interés clinico. Se
deben utilizar tinciones que logren preservar la integridad de las estructuras
fungicas. Para la correcta identificacion de hongos de interés clinico, ya sea
con fines de diagnostico o estudios taxondmicos, es necesario observar las
estructuras fungicas con una alta calidad y contraste; para ello se utilizan
diversos compuestos quimicos que permitan la tincién entre la pared y el

citoplasma de las células fangicas. (p. 1745-1747)

La tincion de azul de algoddon de lactofenol no es considerada una tincion
diferencial, sin embargo, posee caracteristicas tintoriales que permiten observar
cada uno de los componentes flngicos y apreciar facilmente las estructuras para

una adecuada identificacion.

Fundamento

Ohi et al (2004) mencionan que:
El fenol inactiva las enzimas liticas de la célula e impide que ésta se rompa;
de igual forma, destruye la flora acompafiante e inactiva a la célula,
quitandole el grado de patogenicidad; ademas, actia como mordiente
cuando se usa en combinacion con colorantes. El acido lactico preserva las
estructuras fungicas al provocar un cambio de gradiente osmatico con
relacion al interior fungico, lo que genera una pelicula protectora. El azul de
algodon es un colorante acido, que tifie el citoplasma y la quitina presente
en las células fungicas, mientras que el glicerol mantiene humeda la

preparacion. (p. 23-34)

Una vez preparado el colorante, se debe de colocar la muestra microbiologica en

un portaobjetos por medio de una impronta (proceso en el cual se coloca una
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impresion de la muestra sobre una estructura utilizando una cinta adhesiva

transparente). (Figura 17).

Figura 17. Asperqillus spp. observado al microscopio con tincién de azul de algodén de

lactofenol, recuperada de: https://bit.ly/3R0ZrxK

Procedimiento

© © N o 0 b

Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en 6ptimas condiciones
de uso.

Seleccionar las colonias del medio de cultivo a las cuales se les realizara la
tincion.

Cortar segmentos de cinta adhesiva transparente.

Colocar la en la punta de un asa bacteriolégica.

Colocar una gota de azul de algodon en el portaobjetos.

Tocar la parte superior del micelio aéreo con la parte adhesiva de la cinta.
Colocar la cinta sobre la gota de azul de algodén del portaobjetos.

Colocar otra gota de azul de algodon.

Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion.

10.Observar al microscopio optico.
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Figura 18. Aspergillus flavus observado al microscopio éptico con la tincion de azul de

algoddn, se logran observar algunas estructuras caracteristicas de esta especie de hongo,
como lo son: conidias, conidi6foro, fidlides, hifas, etc. Recuperada de:
https://bit.ly/3R5tx9N

Componentes de la tincion
1. Fenol
2. Acido lactico
3. Azul de lactofenol

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION AZUL DE ALGODON

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en 6ptimas condiciones de uso.

!

Seleccionar las colonias del medio de cultivo a
las cuales se les realizara la tincion.

!

Cortar segmentos de cinta adhesiva
transparente.

!

Colocar la cinta en la punta de una asa
bacteriol6gica.

!

Colocar el portaobjetos en una charola para
tincién y afiadir una gota de azul de algodoén.

!

Tomar la muestra de la parte superior del micelio
aéreo con la parte adhesiva de la cinta.

!

Colocar la cinta sobre la gota de azul de algodén
del portaobjetos.

!

Colocar otra gota de azul de algodén.

[

¥ R1

\

Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion.

!

Observar al microscopio.

!

FIN

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.

R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado que
proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 9. Informacién general acerca del manejo integral y clasificacién de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION

TRATAMIENTO

RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
. Almacenar en un

, . . Corrosividad ,
Fenol, acido lactico .. frasco ambar
R1 azul de lactofenol Toxicidad etiquetado de
y Inflamabilidad d

manera correcta
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12 TINCION NEGATIVA

Farrant (1954) menciona que:

La tincidn negativa fue desarrollada originalmente para microscopia de luz
con el fin de rodear y delinear las bacterias no tefiidas u otros materiales
bioldgicos. Utilizamos diferentes métodos de tincién negativa para evaluar
estructuras individuales, tan pequefias como las vesiculas sinapticas e
incluso de gran tamafo, como los microorganismos unicelulares. Este
meétodo es muy til, aunque esta limitado por la presencia de un fondo
oscuro que no permitira la correcta identificacion de forma nitida y detallada
de los componentes de dichas estructuras. (p. 569-576)

Ohi et al (2004) describen que:
En microbiologia, la tincidbn negativa proporciona un resultado presuntivo de

la presencia de Cryptococcus neoformans, microorganismo causante de

meningitis en pacientes con inmunosupresion, siendo la técnica mas
utilizada para poner de manifiesto su cépsula. Este hongo presenta dos
formas durante su ciclo vital: una forma asexual y una forma sexual; en la
primera se presenta como levaduras encapsuladas que se reproducen por
gemacioén y puede ser visualizada por medio de la tinta china. (p. 23-34)

Fundamento

Mc K (1954) describe que:
El principio es simple, ya que solo se requiere depositar una gota de la
muestra clinica sobre un portaobjetos, posteriormente se coloca el colorante
y se observa al microscopio sin necesidad de fijacion, algunas estructuras
difundiran el colorante y otras no, lo que permitird un contraste de las
estructuras observadas. Se han utilizado diferentes colorantes: uno de ellos
es la mencionada tinta china, la cual tifie el fondo de la muestra de un color

oscuro y la cépsula del C. neoformans permanece sin tefiir. La principal

dificultad con la tincion negativa es que los microorganismos tienden a
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contraerse durante el periodo de secado, para evitarlo, se ha optado por
usar la tincion negativa himeda, en la cual los organismos se suspenden en
una pelicula de tinta china 0 mancha oscura y el contorno de la capsula
puede ser observado sin el peligro de contraccion. Ademas de ser una
técnica sencilla, es muy barata, ya que no requiere equipos o material

costoso para su realizacion. (p. 453-454)

Pueden producirse falsos positivos en presencia de levaduras de los géneros
Rhodotorula, Candida y otras especies de Cryptococcus, igual que por artificios
como los leucocitos. Es importante diferenciar bien la levadura con doble pared
refringente, con su capsula, y siempre hay que confirmar el diagnéstico inicial con
cultivo. En los pacientes con diagnéstico previo de criptococosis que se
encuentren bajo tratamiento, es probable que la cidpsula no se observe, ya que el
tratamiento antifingico esta dirigido hacia ésta; sin embargo, pueden observarse
estructuras levaduriformes. Ademas de proporcionar informacion temprana sobre
un microorganismo patdégeno y propiciar asi el inicio del tratamiento adecuado, se
considera un examen Util para la monitorizacién del tratamiento y prondstico de los

pacientes.

Larone (2011) recomienda:
Utilizar como control negativo una gota de tinta china y colocarle un
cubreobjetos; esto permitira discernir entre burbujas formadas al agregar el
cubreobjetos o el acumulo de particulas que podrian crear una zona de
aclaramiento que pudiera confundir al realizar la revisién de las laminillas.
Durante el procedimiento de la tinciébn se deben tener precauciones, por lo
gue se debe realizar en una campana de bioseguridad 2A. La muestra mas
atil para su aplicacion es el liquido cefalorraquideo, por la predisposicion
gue tiene este hongo en los pacientes inmunosuprimidos para infectar el
sistema nervioso central. La capsula aparece como un halo claro y nitido en

torno a una levadura redonda, delimitada por las particulas de carbon en
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suspension coloidal de la tinta china, exhibiendo un nitido contraste. (Figura
19). (p. 43-45)

Figura 19. Cryptococcus neoformans observado al microscopio con tincion negativa con

tinta china realizada en el laboratorio de la FESC-C1.

Procedimiento

1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.

Tomar la muestra del medio de cultivo con ayuda de un asa bacteriolégica.
Colocar la muestra en el centro del portaobjetos.

Afadir a la muestra una gota de tinta china.

Colocar un cubreobjetos.

o 0 A w N

Observar la preparacion al microscopio optico.




Figura 20. En la imagen se observan capsulas de levaduras, gracias a la accion de la
tinta china, las levaduras no permiten la penetracion del colorante, por lo que se observa
la luz del microscopio Optico atravesar dichas estructuras, el colorante funge como

contraste. Imagen realizada en la FESC-CL1.

Componentes de la tincion

1. Tinta china
2. Nigrosina

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada
usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION NEGATIVA

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en 6ptimas condiciones de uso.

!

Tomar la muestra del medio de cultivo con ayuda
de una asa bacterioldgica.

!

Colocar la muestra en el centro del portaobjetos.

!

Anadir una gota de tinta china.

!

Colocar un cubreobjetos.

R1

Y

Y

Observar la preparacion al microscopio.

v

FIN

R1: La tinta china o nigrosina no se considera un residuo peligroso, por lo cual se puede realizar la recoleccion de la
tinta o nigrosina sobrante en un frasco protegido de la luz, correctamente etiquetado, para después ser entregado al
personal encargado de la recoleccién de residuos de la FES-C. Su disposicion final la determinara el personal
encargado de su recoleccion.

Tabla 10. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION 2'::?5&?;%’:_8
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Almacenar en un
R1 TmFa ch!na 0 Toxicidad frgsco ambar
nigrosina etiquetado de
manera correcta
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13 TINCION CON LUGOL

Sanchez (2013) menciona que:

La disolucion acuosa de yoduro potasico y yodo se utiliza en Biologia,
Bioquimica, Medicina y Quimica; sin embargo, en los libros y en los
catalogos de Quimica figura como disolucion yodurada de yodo o disolucion
acuosa de yodo, mientras que en los libros de las otras ciencias citadas si
aparece como reactivo de Lugol. Suponemos que esto se explica porque el
descubrimiento se debe a un médico y primero se utilizé en Medicina y en
Biologia.

En la actualidad, la disolucién acuosa de yodo utilizando yoduro de potasio
aparece en todos los catalogos de productos quimicos, aungue, como ya
hemos indicado, muy pocas veces aparece el nombre de Reactivo o Licor
de Lugol, que sigue siendo de amplia utilizacién en este momento y entre

los usos destacariamos: (p. 31-36)

Tabla 11. Diferentes aplicaciones de la solucién de Lugol.

Tratamiento de enfermedades relacionadas con la glandula tiroides

Como indicador en la presencia de almidén

Para tedir el nicleo de las células y hacerlo mas visible

Para la conservacion de fitoplancton

Se utiliza en la biopsia para detectar cancer vaginal

Se usa en acuarios como fuente de yodo y yoduro

Se utiliza como desinfectante

Es un oxidante débil pero muy selectivo

Fundamento

Sanchez (2013) describe que:
La molécula de yodo, 12, esta formada dos atomos de yodo unidos con
enlace covalente y, como consecuencia de su caracter apolar, el yodo es
practicamente insoluble en agua, como ya indicaba Gay Lussac. Después
de afadir agua sobre el yodo y comprobar que no se disuelve se le afiade

yoduro potasico que se une con el yodo formando el compuesto KI3 que ya
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es soluble en agua porque tiene caracter idnico (formado por el cation
potasio y el anién triyoduro), y dando una disolucién de coloracion rojiza
que es lo que se conoce como reactivo de Lugol o “disoluciéon yodurada de
yodo” y que tiene aplicaciones muy diversas. La preparacion de la
disolucion de Lugol suele consistir en 5 g de 12 y 10 g de Kl diluidos con 85
mL de agua destilada, dando una disolucion marrén con concentracion total
de yodo de 150 mg/mL. (p. 31-36)

Procedimiento

1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.

Colocar la muestra en el centro del portaobjetos.

Afadir 2 o 3 gotas de reactivo de Lugol y dejar actuar durante 1 minuto.
Lavar con agua el exceso de Lugol.

Colocar un cubreobjetos.

o 00 bk w0 N

Observar al microscopio.

" s

Figura 21. Quiste tefiido con Lugol observado al microscopio 6ptico. Recuperada de:
https://bit.ly/3cwdaUV
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Figura 22. Levaduras tefiidas con Lugol, se pueden observar estructuras de diferentes
tamafios, debido a que algunas se encuentran en proceso de gemaciéon. Las distintas
tonalidades ocres en el citoplasma indican la presencia de granulos de glucdgeno.

Recuperada de: https://bit.ly/2JhcD8u

Componentes de la tincion
1. Agua destilada.
2. Yodo molecular.
3. Yoduro potasico.

Tratamiento de residuos.

Recolectar los residuos en un frasco dmbar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION CON LUGOL

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en éptimas condiciones de uso.

!

Colocar el portaobjetos en una charola para
tincion.

!

Colocar la muestra en el centro del portaobjetos.

!

Afadir a la muestra 2 o 3 gotas de reactivo de
Lugol y dejar actuar durante 1 minuto.

!

Enjuagar con agua el exceso de Lugol

Y

Y

Colocar un cubreobjetos.

!

Observar al microscopio.

!

FIN

R1

R1: El reactivo de Lugol se encuentra contenido en una charola para tincién, proceder a almacenar en un recipiente
apropiado que proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales
incompatibles. Etiquetar el recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.

Tabla 12. Informacion general acerca del manejo integral y clasificaciéon de residuos.

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION 3'::?5&?&%?8
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Almacenar en un
Yodo molecular y Corrosividad frasco &mbar
R1 L. L .
yoduro potasico Toxicidad etiquetado de
manera correcta
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14 TINCION DE KINYOUN

La tincién de Kinyoun es una variante de la tincion clasica de Ziehl-Neelsen que
utiliza como colorante primario Fucsina basica con fenol a concentraciones altas,
lo que permite la coloracién en frio, mientras que la tincién clasica de Ziehl-
Neelsen precisa la utilizacion de calor en la etapa de la coloracion primaria. El
resto de las etapas del procedimiento son las mismas que en la metddica original
de Ziehl. Como colorante de contraste se utiliza Verde brillante, aunque también
puede utilizarse Azul de Metileno.

La tincibn de Ziehl-Neelsen se utiliza para la diferenciacion de los
microorganismos &cido-alcohol resistentes. Estos microorganismos poseen una
pared celular lipidica especial, que contiene entre otros acidos micolicos, que les
permite resistir la decoloracién con acido-alcohol después de la tincion con
colorantes basicos como la fucsina y aparecen de color rosa-rojizo, mientras que
el resto de los microorganismos se tifie con el colorante de contraste. Se supone
que la permeabilidad a través de las membranas intactas puede ser un
componente importante del mecanismo involucrado en el fendémeno de resistencia
a la decoloracion por alcohol acido indicado.

Aunque el mecanismo de la diferenciacion no estd plenamente establecido, el
método esta totalmente aceptado como procedimiento diagndstico de sospecha
precoz, asi como para proporcionar informacion sobre el numero de
microorganismos presentes en la muestra.

Los microorganismos &cido-alcohol resistentes son basicamente las
Mycobacterias, aunque existen otros microorganismos que también presentan
esta caracteristica como son el género Nocardia y algunos pardsitos como

Cryptosporidium. (Figura 23). (Quimica Clinica Aplicada, 2016)
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Figura 23. Muestra teflida con la tincion de Kinyoun. Recuperada de:
https://bit.ly/2mzs0Qc

Procedimiento

1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.
Realizar el frotis correspondiente.

3. Cubrir la muestra con fucsina fenicada y dejar actuar durante 5 minutos.
(No calentar).

4. Enjuagar la muestra suavemente con agua corriente.
Eliminar el exceso de agua.

6. Afadir solucién decolorante y dejar actuar durante 3-5 segundos. (Etanol
97% y HCI 3%).

7. Enjuagar con agua corriente.

8. Eliminar el exceso de agua.

9. Afadir colorante verde brillante o azul de metileno y dejarlo actuar durante
1 minuto.

10.Decantar el exceso de colorante y dejar secar.

11.Observar al microscopio con objetivo de inmersion.
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Figura 24. Cyclospora cayetanensis muestra teflida usando la tincion de Kinyoun, en la

imagen se observa una muestra positiva en la cual se observan los quistes en color
rosado. Bacilos &cido-alcohol resistentes: rojo oscuro a rosa. Bacilos no acido-alcohol
resistentes: verde palido o azul, segun el colorante utilizado. Recuperada de:
https://bit.ly/3AYV|73

Componentes de la tincion

Fucsina fenicada.
Etanol.
HCI.

Verde brillante o azul de metileno.

W Dd P

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de forma correcta.
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TINCION DE KINYOUN

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en 6ptimas condiciones de uso.

'

Realizar el frotis correspondiente.

'

Colocar la muestra en una charola para tincion y
afadir fucsina fenicada, dejar actuar durante 5
minutos. (No calentar).

!

Enjuagar la muestra con agua caliente

Y

Decantar el exceso de agua.

|

Afnadir solucién decolorante y dejar actuar
durante 3-5 segundos. (Etanol 97% y HCI 3%).

!

Enjuagar la muestra con agua.

!

Decantar el exceso de agua.

!

Aiadir el colorante verde brillante o azul de
metileno y dejar actuar durante 1 minuto.

!

Decantar el exceso de colorante y dejar secar al
aire.

Y

Y

Observar al microscopio con objetivo de
inmersién.

Y

FIN

R1

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.
R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado que

proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 13. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Fucsina fenicada, Corrosividad Almacenar en un
R1 etanol, HCI, verde Reactividad frasco ambar
brillante o azul de Toxicidad etiquetado de
metileno Inflamabilidad manera correcta
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15 TINCION DE WRIGHT

Koneman (2006) menciona que:
La tincion de Wright es una técnica que se emplea generalmente para la
diferenciacion de elementos celulares de la sangre y es clasificada como
una tincién policromética, dado que puede tefir compuestos &cidos o
bésicos presentes en una célula.

Mientras que, Forbes et al (2009) describen que:
Fue desarrollada por el patdlogo James Homer Wright en 1902 a partir de la
modificaciébn de la ya existente tincion de Romanowsky, utilizada para

diferenciar elementos formes de la sangre.
Fundamento

Forbes et al (2009) mencionan que:

Esta tincion tiene diversos usos en microbiologia; en la parasitologia, se le
emplea en la busqueda de hematozoarios como Plasmodium spp. El
reactivo de Wright esta compuesto por eosina y azul de metileno, cuando
éste se oxida se conoce como azur B a una concentracion de 0.8 g/L
empleando como solvente alcohol metilico. La eosina es un colorante acido
gue tiene afinidad por componentes alcalinos. Existen dos compuestos
conocidos como eosina y que estan intrinsecamente relacionados: eosina
Y, conocida también como tetrabromofluoresceina —o, cominmente, eosina
amarilla—, y la eosina B, conocida como dibromodinitrofluoresceina o
eritrosina B azulada.

Ambos compuestos son intercambiables, sin que sean notables las
diferencias entre ellos en el resultado de la tincion, por lo que la preferencia
de una sobre otra no sigue un criterio objetivo. A pesar de ello, la eosina Y
es la mas utilizada en procedimientos rutinarios. Es un compuesto acido
cuya propiedad esta basada en su polaridad negativa, o que le permite
enlazarse con constituyentes celulares de carga positiva; por esta razon,

colorea componentes citoplasmaticos y se les conoce como acidofilos. La
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tonalidad resultante de la tincion con eosina es rosada-anaranjada para

citoplasmas, y rojo intenso en el caso de los eritrocitos. (p. 342-348)

Forbes et al (2009) afirman que:

El tipico color de los nucleos celulares, mayoritariamente morado, se basa
en la interaccion molecular entre eosina y un complejo azul de metileno-
DNA. La intensidad de la coloracién depende del contenido de azur B y de
la relacion con la eosina amarilla. El resultado de la tincion puede ser
influido por diferentes factores, como el valor del pH de los colorantes y de
la solucion amortiguadora, esto debido a que la tincién se fundamenta en la
relacion de las caracteristicas acido-base, y la variacion de estos factores
podria cambiar las caracteristicas tintoriales de la muestra a tefir al verse
favorecida por caracteristicas mas acidas o basicas.

Las muestras Utiles para su uso son el frotis de sangre periférica y frotis de
médula 6sea. Los diferentes colores que se observan en la célula provocan
el llamado efecto Romanowsky, que tifie de purpura a los nucleos y

granulos neutrofilicos y de color rosa al citoplasma. (p. 342-348)

Los &cidos nucleicos se tifien de azul, permitiendo asi distinguir a los parasitos en
el interior de los eritrocitos. Esta tincion es utilizada en la busqueda de
Plasmodium spp. (en México, principalmente, Plasmodium vivax), Leihsmania
spp., (principalmente Leishmania mexicana), Trypanosoma cruzii, y en la

busqueda intencionada de filarias. (Figura 25).

75



Figura 25. Trofozoitos de Plasmodium vivax con tincibn de Wright recuperada de:
https://bit.ly/3COLUf1

En la imagen se puede observar la coloracién tipica de esta tincion, el citoplasma de las

células se observa de un color rosado, mientras que los nucleos celulares se observan de

color azul-morado.

En micologia esta tincion es de gran ayuda en la busqueda de Histoplasma

capsulatum (hongo dimoérfico) en extendidos de médula ésea.

Procedimiento

1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.

Realizar en el portaobjetos un extendido de la muestra.

Fijar la muestra con calor (mechero).

Colocar el frotis seco sobre el puente de coloracion.

o b~ 0N

Afnadir al frotis el colorante de Wright y dejar actuar durante 5-8 minutos (el
colorante debera cubrir toda la muestra, evitando que se escurra por los
bordes del portaobjetos).

Afadir solucion amortiguadora y dejarla actuar durante 10-15 minutos.
Enjuagar con agua el exceso de colorante y soln amortiguadora.

Dejar secar el frotis al aire.

© © N o

Observar al microscopio con aceite de inmersion.
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Figura 26. Globulos blancos observados al microscopio con tincion de Wright recuperada

de: https://bit.ly/3ACzCUe
En la imagen se puede observar la coloracion caracteristica de esta tincién, se observan

de color morado los nucleos de los glébulos blancos (células presentes en la sangre),

mientras que el citoplasma se tifie de un color rosado-anaranjado.

Componentes de la tincion

Metanol.
Solucién amortiguadora.
Eosina (Y).

Azul de metileno.

w0 NP

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.

77


https://bit.ly/3ACzCUe

TINCION DE WRIGHT

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en optimas condiciones de uso.

A

Realizar en el portaobjetos un extendido de la
muestra.

Fijar la muestra con calor (mechero).

Colocar el frotis en una charola para tincién.

\
Afadir al frotis el colorante de Wright, cubriendo
por completo la muestra y dejar actuar durante
5-8 minutos. (Evitar derrames de colorante).

Y

Afadir solucién amortiguadora y dejar actuar
durante 10-15 minutos.

!

Emjuagar con agua el exceso de colorante y
solucién amortiguadora.

R1

Y

[
Y

Dejar secar al aire.

{

Observar al microscopio con objetivo de
inmersién.

!

FIN

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.

R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado que
proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 14. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Metanol, solucién Corrosividad Almacen:flr enun
) .. frasco ambar
R1 buffer, eosina y azul Toxicidad etiquetado de
de metileno Inflamabilidad q

manera correcta
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16 TINCION DE GIEMSA

La tincibn de Giemsa es un tipo de coloracidbn de muestras clinicas (tejidos,
sangre), basada en la mezcla de colorantes acidos y basicos. La cre6 Gustav
Giemsa, quimico y bacteridlogo aleman, que perfeccion6 el trabajo de
Romanowsky agregando glicerol para estabilizar los compuestos. Los cambios
generados a la técnica original de Romanowsky permitieron mejorar
considerablemente las observaciones microscopicas, por ello, la técnica fue
bautizada con el nombre de tincion de Giemsa. Por ser una técnica sencilla de
realizar, de gran funcionalidad y econdémica, es actualmente muy utilizada en el
laboratorio clinico para frotis hematolégicos, muestras de médula ésea y cortes de
tejido.

La técnica de tincion de Giemsa es muy util para estudios citologicos, ya que
permite la observacion de estructuras especificas de las células. Esta técnica tifie
los citoplasmas, nucleos, nucléolos, vacuolas y granulos de las células,
distinguiéndose incluso finas trazas de cromatina. Ademas, se pueden detectar
cambios significativos en el tamafio, forma o coloracién del ndcleo, donde es

posible visualizar la pérdida de la relacién nucleo-citoplasma. (Lifeder, 2022)

Fundamento

Los colorantes tipo Romanowsky tienen como fundamento contrastar entre
colorantes &cidos y basicos, para tefir las estructuras béasicas y acidas,
respectivamente. Como se puede observar, existe una afinidad de los colorantes
acidos de teiiir las estructuras basicas y viceversa.

El colorante béasico utilizado es el azul de metileno y sus derivados oxidados
(azure Ay azure B), mientras que el colorante acido es la eosina. Las estructuras
acidas de las células son los acidos nucleicos, los granulos de los segmentados
basofilos, entre otras. Por tanto, seran tefiidos con el azul de metileno.

En este mismo sentido, las estructuras basicas de las células son la hemoglobina
y algunos granulos, como los contenidos en los segmentados eosindfilos, entre

otras. Estos seran tefiidos con eosina.
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Por otra parte, debido a aquel azul de metileno y el azure se caracterizan por ser
colorantes metacromaticos, pueden brindar una tonalidad variable a distintas
estructuras, de acuerdo con la carga de polianiones que posean. Es asi como la
combinacion estratégica de colorantes basicos y acidos logran desarrollar un
amplio espectro de colores, de acuerdo con las caracteristicas bioquimicas de
cada estructura, paseandose por tonalidades azules palidos, azules oscuros, lila'y
parpura, en el caso de las estructuras acidas. La coloracion que brinda la eosina
es mas estable, generando colores entre rojizo, naranja y salmon. (Figura 27).
(Lifeder, 2022)

Figura 27. Frotis sanguineo tefiido con la tincion de Giemsa, en el cual se pueden
observar eritrocitos, basdfilos, eosindfilos, polimorfonucleares, linfocitos, plaquetas y la

cromatina de los nucleos. Recuperada de: https://bit.ly/3cGPmh2

Procedimiento
1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.
Realizar un frotis sanguineo y dejar secar.
Colocar la muestra en una charola para tincion.

Cubrir la muestra con metanol y dejar actuar durante 3 minutos.

o k~ 0N

Enjuagar la muestra con agua corriente.
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7.
8.
9.

Afadir el colorante de Giemsa, la solucion amortiguadora y dejar actuar
durante 25 minutos. (0.2 mL de Giemsa + 2 mL de solucion amortiguadora).
Enjuagar la muestra con agua corriente.

Eliminar el exceso de agua.

Dejar secar al aire.

10.Observar al microscopio con objetivo de inmersion.

NEUTROFILO: e o8iNOFILO

‘60 )

MONOCITO

BASOFIL Q
LINFOCITO

Figura 28. En la imagen se pueden observar células sanguineas tefiidas con la tincion de

Giemsa, observando los colores caracteristicos de dicha tincién. Recuperada de:
https://bit.ly/3TCaplt

Componentes de la tincion

1. Metanol

2. Colorante de Giemsa.

3. Solucién amortiguadora pH 7.2

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE GIEMSA

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en dptimas condiciones de uso.

!

Realizar un frotis sanguineo y dejar secar.

!

Colocar la muestra en una charola para tincion.

!

Cubrir la muestra con metanol y dejar actuar
durante 3 minutos.

!

Enjuagar la muestra con agua corriente.

Y

Anadir el colorante de Giemsa, la solucién
amortiguadora y dejar actuar durante 25
minutos.

!

Enjuagar la muestra con agua corriente.

v

Decantar el exceso de agua

R1

Y

[
A

Dejar secar al aire.

v

Observar al microscopio con objetivo de
inmersioén.

!

FIN

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.

R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado que
proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.

83



Tabla 15. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Metanol. Colorante Corrosividad Al;:\:scceonz:nir;:m
R1 de Giemsa 'y Toxicidad etiquetado de
solucion buffer Inflamabilidad d

manera correcta
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17 TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

La tincion de hematoxilina — eosina es una técnica de coloracion que utiliza la
combinacion de los colorantes hematoxilina y eosina. Este par de colorantes
hacen un duo perfecto, ya que la hematoxilina actia como un colorante basico y la
eosina es un colorante acido. La designacion de colorantes basicos o acidos no se
refiere al pH que obtienen en solucién, sino més bien habla de la proporcién que
prevalece en cuanto a las cargas anidnicas 0 cationicas que poseen o0 por la
ubicacion del grupo cromoforo.

En este sentido, la hematoxilina es considerada un colorante basico (catidnico) y
por ello tiene afinidad por las estructuras acidas, como por ejemplo el nucleo de
las células. Mientras que la eosina al ser un colorante acido (anionico) tiene
afinidad por las estructuras alcalinas o béasicas, como el citoplasma celular.
(Lifeder, 2022)

Fundamento

Método de tincion de rutina en histologia y citologia. Es una tincion basada en dos
etapas, la primera una tincion nuclear por un colorante basico (hematoxilina) y la
segunda, una tincidn citoplasmatica por un colorante xantenico acido (eosina). La
hematoxilina en combinacion con sales de aluminio, hierro o cromo, forma un
colorante activo, la hemateina, formada por oxidacion de la hematoxilina. Este se
usa como colorante nuclear, tifiendo los nucleos de color azul/negro y aportando
un buen detalle de los mismos. Por este motivo, se suele usar junto con un
colorante citoplasmético, generalmente la eosina, que aporta una gradacién entre
el rosa, y el rojo a las estructuras y matrices celulares de caracter catidnico (a las
que la hematoxilina no tifie o lo hace muy débilmente). Se consigue asi un buen
contraste de las preparaciones microscopicas facilitando su observacion.

La hematoxilina es un colorante neutro. Sin embargo, el componente que
proporciona el color (croméforo) esta ubicado en el centro catidnico o basico de la

molécula. De alli su afinidad por las estructuras acidas. Tifie principalmente los
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nacleos de las células, ya que estos son muy ricos en acidos nucleicos. También
puede tefiir inclusiones citoplasmaticas de origen viral.

La eosina es un colorante que tifie de color rojo o rosado. Es insoluble en agua,
aunque hay una version hidrosoluble. Generalmente, la eosina se prepara
disolviendo en alcohol (etanol al 95°). Tifie citoplasmas, fibras musculares,
organelos citoplasmaticos y colageno, pero no tifie los nucleos celulares. Esto es
debido a que se encuentra cargada de forma negativa, por tanto, tiene afinidad por
las estructuras cargadas positivamente.

Existen dos tipos de eosina la “Y” y la “B”. La eosina “Y” se le conoce como eosina
amarilla. Tiene la propiedad de distinguir entre una célula viva y una muerta, pues
solo es capaz de atravesar la membrana para tefiir su citoplasma cuando las
células estan muertas, quedando el citoplasma de la célula incolora si esta
permanece viva. (Figura 29). (Lifeder, 2022)

Figura 29. Epitelio cilindrico ciliado observado al microscopio tefiido con Hematoxilina-
Eosina, recuperada de: https:/bit.ly/3gcEPNU

Procedimiento

La tincion de cortes histologicos pasa por una serie de pasos. Lo primero es la
obtencion del corte histologico. Este debe ser parafinado para luego obtener los

cortes (ultrafinos) con un microtomo. La técnica consta de los siguientes pasos:

1. Eliminar el exceso de parafina sumergiendo la muestra en xilol durante 3-5

minutos.
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9.

Sumergir la muestra en alcohol a diferentes concentraciones en orden
decreciente (100°, 90° y 70°) durante 7 minutos en cada solucion.

Eliminar el exceso de alcohol sumergiendo la muestra en agua destilada
durante 7 minutos.

Sumergir la muestra en hematoxilina durante 6-10 minutos.

Eliminar el exceso de colorante lavando la muestra con agua durante 5
minutos.

Sumergir la muestra durante 10-20 segundos en alcohol acido.

Sumergir la muestra en eosina durante 5 minutos.

Deshidratar la muestra sumergiéndola en alcohol a diferentes
concentraciones en orden ascendente (70°, 90° y 100°) durante 5
segundos, 5 segundos y 1 minutos respectivamente.

Sumergir la muestra en xilol durante 5-10 minutos y dejar secar.

10. Sellar la muestra con resina.

Figura 30. Secciones de parafina de 8 um de grosor tefiidas con hematoxilina y eosina. A)

Vellosidades del intestino delgado. B) Detalle del epitelio del digestivo. C) Hepatocitos. D)

Papila fungiforme de la lengua, Imagen recuperada de: https://bit.ly/3BcHSf9

Componentes de la tincion

1-
2-
3-

Hematoxilina.
Eosina.

Acido acético glacial.
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4- Xilol.
5- Etanol.

Tratamiento de residuos
Recolectar todos los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera

adecuada usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION HEMATOXILINA-EOSINA

Obtener el corte histolégico.

l

Eliminar el exceso de parafina sumergiendo la
muestra en xilol durante 3-5 minutos.

i

Sumergir la muestra en alcohol a diferentes
concentraciones en orden decreciente (100°, 90° y
70°) durante 7 minutos en cada solucién).

l

Eliminar el exceso de alcohol sumergiendo la

muestra en agua destilada durante 7 minutos,

l

Sumergir la muestra en hematoxilina durante 6-10
minutos.

l

Eliminar el exceso de colorante lavando la muestra
con agua durante 5 minutos.

\
; R1

Sumergir la muestra durante 10-20 segundos en
alcohol acido.

| R2

v

Sumergir la muestra en eosina durante 5 minutos.

i - R3
Deshidratar la muestra sumergiéndola en alcohol a
diferentes concentraciones en orden ascendente
(70°, 90° y 100°) durante 5 segundos, 5 segundos y
1 minuto respectivamente.

i Y R6

) OO

Sumergir a muestra en xilol durante 5-10 minutos y
dejar secar.

{
v

Sellar la muestra con resina.

R7

Y

R1: Almacenar en un recipiente apropiado gue proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del
calor y materiales incompatibles. Etiquetar el recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con
otras sustancias.

R2:Neutralizar con NaOH hasta obtener un pH entre 6-8, para asi eliminarlo por el alcantarillado o en su defecto
almacenar en un recipiente debidamente etiquetado para su disposicion final.

R3: Almacenar en un recipiente apropiado y debidamente etiquetado, no existe un tratamiento especifico por lo cual
debe manejarse como un residuo peligroso.

R4, R5 y R6: Mezclar todos estos residuos en un recipiente y calentar hasta obtener un volumen minimo o en su defecto
hasta la eliminacion total del mismo.

R7: Altamente tdxico y cancérigeno, se recomienda resguardarlo en un recipiente debidamente etiquetado para que su
disposicion final se logre por medio del personal encargado de los residuos en la FESC.




Tabla 16. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION 2'::_?3\;?5\#8
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Xilol, alcohol (100, Corrosividad Al;:\:scceonz:nir;:m
R1 90y 70°)y Toxicidad etiquetado de
hematoxilina Inflamabilidad
manera correcta
Neutralizar con
NaOH hasta obtener
un pH 6-8 y verterlo
Corrosividad por el alcantarillado
R2 Alcohol acido Toxicidad 0 en su defecto
Inflamabilidad almacenar en un
frasco ambar
etiquetado de
manera adecuada
Almacenar en un
R3 Eosina Toxicidad frgsco ambar
etiquetado de
manera correcta
Calentar hasta
eliminarlo por
coroaaza || TEEC0 TS
R4 Alcohol Toxicidad ’
Inflamabilidad el sobrante en un
frasco ambar
etiquetado de
manera correcta
Calentar hasta
eliminarlo por
comosana | TR0
R5 Alcohol Toxicidad ’
Inflamabilidad el sobrante en un
frasco ambar
etiquetado de
manera correcta
Calentar hasta
Corrosividad eliminarlo por
R6 Alcohol Toxicidad completo 0 en su
Inflamabilidad defecto, almacenar
el sobrante en un
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frasco ambar
etiquetado de
manera correcta

R7

Xilol

Corrosividad
Toxicidad
Inflamabilidad

Almacenar en un
frasco ambar
etiquetado de

manera correcta
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18 TINCION DE EOSINOFILOS

La tincién de May Grunwald-Giemsa o Pappenheim es una técnica de coloracion
diferencial que mezcla los reactivos Giemsa y May Grinwald. Es utilizada para la
diferenciacion de células sanguineas normales y anormales en frotis de sangre
periférica y médula Osea, asi como para la tincion de cortes histologicos y
muestras citologicas.

Ambos reactivos —Giemsa y May Grinwald— se derivan de la tincion tipo
Romanowsky, técnica que esta basada en la combinacion de colorantes acidos y
bésicos.

Giemsa mejoré la técnica al estabilizar la mezcla de eosina, azul de metileno y sus
derivados, con glicerol. En cambio, May Grinwald utiliza eosina y azul de
metileno, usando como solvente el metanol. Esta combinacion estratégica ha dado
excelentes resultados. Si bien en cuanto a la observacion de morfologia celular
actua de forma similar a las coloraciones de Giemsa y Wright, esta técnica mejora
las anteriores afinando la coloracién de los parasitos que causan el paludismo, el
mal de Chagas, la leishmaniasis y la tricomoniasis.

Adicionalmente, ha mostrado ser una técnica muy Util para el estudio citolégico del
liquido espermético. Se ha destacado no solamente al mostrar las caracteristicas
morfolégicas de los espermatozoides, sino que ademas permite diferenciar con
gran eficacia los leucocitos, las células epiteliales y las células de la

espermatogénesis. (Lifeder, 2022)
Fundamento

En esta técnica coexiste una combinacion de reacciones entre los colorantes
ortocromaticos y los metacromaticos. Los ortocromaticos (la eosina y el azul de
metileno) se fijan a la estructura celular a la que son afines y proporcionan un color
estable que no varia. En cambio, los metacrométicos (los derivados del azul de
metileno azur A y azur B), varian su color original una vez unidos a la estructura

especifica, pudiendo incluso haber variedad de matices.
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Finalmente, el paso que lleva la solucion May Griinwald necesita la presencia de
agua, pues sin este el colorante penetrara las estructuras, pero no se fijara. Para
que ello ocurra el colorante debe volverse polar o ionizarse, y asi ser capaz de

precipitar y fijarse a las estructuras afines. (Figura 31). (Lifeder, 2022)

Figura 31. Muestra de sangre periférica tefiida con la técnica de May Grinwald-Giemsa,

observada al microscopio. Recuperada de: https://bit.ly/3TTE6GPI

Procedimiento

1. Realizar un frotis de sangre periférica en un portaobjetos en condiciones
adecuadas para su uso.

2. Cubrir el frotis con la solucion de May Grunwald diluida durante 2-3
minutos.

3. Lavar la muestra con agua destilada tamponada.

4. Cubrir la muestra con agua destilada tamponada durante 1 minutos.

5. Afadir a la muestra 12 gotas de la solucién de Giemsa diluida y dejar
actuar durante 15-20 minutos.

6. Lavar la muestra con agua destilada tamponada.

7. Dejar secar al aire.

8. Observar al microscopio en 40 o 100x.
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Figura 32. Muestra de sangre periférica tefiida con la técnica de May Griinwald-Giemsa,

en la cual se puede observar un eosinéfilo con los colores caracteristicos de dicha tincién,
el ndcleo se ve de color azul-violeta y las granulaciones de un color rojo ladrillo a pardo
rojizo. Recuperada de: https://bit.ly/3AP8I00

Componentes de la tincion

1. Colorante May Grunwald.
2. Colorante de Giemsa.

3. Solucién buffer con un pH de 7.2.
Solucién May Grinwald
1. Pesar 0.25 gramos de eosina-azul de metileno y disolver en 100 mL de
metanol.
Mezclar la solucion durante 1 hora y dejar reposar durante 24 horas.
3. Filtrar la solucion.
Para aplicar la técnica el colorante debe diluirse de la siguiente manera:
1. Medir 30 mL de la solucién concentrada.

2. Agregar 20 mL de la solucién buffer.
3. Agregar 150 mL de agua destilada ajustada a un pH de 7.2 - 7.3.
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Solucién Giemsa
1. Pesar 0.5 gramos de azur-eosina-azul de metileno y disolver en 50 mL de
metanol.
2. Agregar a la mezcla 50 mL de glicerina.
Para aplicar a la técnica el colorante debe diluirse 1:10 con solucion buffer.
Dejar reposar durante 10 minutos
Filtrar la mezcla de se ser necesario.

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE EOSINOFILOS

Realizar un frotis de sangre periférica en un
portaobjetos en condiciones adecuadas para su
uso.

Y

Colocar en una charola para tincién la muestray
cubrirla con la solucién de May Griinwald diluida
y dejar actuar durante 2-3 minutos.

\

Lavar la muestra con agua destilada tamponada.

Cubrir la muestra con agua tamponada durante 1
minuto.

\

Afiadir a la muestra 12 gotas de solucion de
Giemsa diluida y dejar actuar durante 15-20
minutos.

Lavar la muestra con agua destilada tamponada.

R1

Y

Dejar secar al aire.

Observar al microscopio a 40 o 100x.

v

FIN

Todos los residuos se encuentran contenidos como una mezcla en la charola para tincién.

R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente apropiado que
proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales incompatibles. Etiquetar| el
recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras sustancias.
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Tabla 17. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Colorante de May- Almacenar en un
R1 Grinwald, Colorante Toxicidad frasco ambar

de Giemsa 'y
solucion buffer

etiquetado de
manera correcta
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19 TINCION DE RETICULOCITOS

Arribas (2005) menciona que:

Los reticulocitos son eritrocitos inmaduros presentes en sangre periférica,
lugar donde terminan su maduracion a hematies. Contienen restos de ARN
y ribosomas que precipitan en presencia de los colorantes vitales como el
azul de metileno o el azul de cresil brillante. En los reticulocitos incubados
con el colorante se ven imagenes granulo-filamentosas identificables con el
microscopio optico, que corresponden a los restos de ARN. El recuento de
reticulocitos puede realizarse mediante método manual o por citometria de
flujo. (p. 207-210)

Fundamento

Arribas (2005) describe que:

El azul cresil brillante, como un colorante supravital, que tifie los RNA
residual, ribosomas y mitocondrias precipitados en los eritrocitos inmaduros.
Se cuentan los globulos rojos con reticulo tefiido y el resultado se expresa
como porcentaje del nimero de glébulos examinados.

Si se utiliza Citometria de Flujo el colorante a utilizar es “Tiazol Orange® o
Naranja de Acridina que marcan el RNA, este método es de mayor
significancia estadistica ya que permite contar un nimero mayor de células

y posee una mayor sensibilidad. (Figura 33). (p. 207-210)



Figura 33. Recuento de reticulocitos observado al microscopio Optico con inmersion y

tratado con azul de cresil brillante. Recuperada de: https://bit.ly/3CT6n29

Procedimiento

1. Realizar una venopuncién para obtener la muestra de sangre periférica
(tubo con EDTA).

Verter en un tubo de ensayo pequefio 3 gotas de sangre con EDTA.
Agregar 3 gotas de azul de cresil brillante.

Mezclar el tubo y tapar con Parafilm.

Incubar en bafio Maria a 37° C durante 10 minutos.

Realizar un frotis en un portaobjetos.

N o gk~ D

Observar al microscopio con objetivo de inmersion.

]

Figura 34. Muestra de sangre tefiida con azul de cresil brillante, se puede observar en la
imagen A en un color azul los restos de RNA en el citoplasma de los hematies,
Recuperada de: https://bit.ly/3CX0dhv

Componentes de la tincion

1. Solucioén salina isotonica.

2. Azul de cresil brillante.

Preparacion de las soluciones
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Solucion salina isoténica:
1. Pesar 8.5 gramos de cloruro de sodio.

2. Mezclar con 991.5 mL de agua destilada.
Azul de cresil brillante:
1. Pesar 1.5 gramos de azul de cresil brillante.
2. Mezclar con 100 mL de solucidn salina isoténica.

Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco &mbar y etiquetarlo de manera adecuada
usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE RETICULOCITOS

Realizar una venopuncién para obtener sangre
periférica y colocarla en un tubo con EDTA.

v

Verter en un tubo de ensayo pequefio 3 gotas de
sangre con EDTA.

v

\

Y

Agregar 3 gotas de azul de cresil brillante.

!

Mezclar la solucion y tapar con parafilm.

!

Incubar en bafio Maria a 37° C durante 10
minutos.

Y

Realizar un frotis en un portaobjetos.

[ -

y =

Observar al microscopio con objetivo de
inmersién.

!

FIN

R1

R2

R1: Disponer del tubo como un RPBI.
R2: Disponer del resto de la mezcla como un RPBI.
Despues de observar la muestra al microscopio, disponer de la misma como un RPBI.

Tabla 18. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacién de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
R1 Sangre periférica Biol6gico-infeccioso Manejar como lo

indica el tratamiento
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de RPBI

R2

Frotis sanguineo

Biolégico-infeccioso

Manejar como lo
indica el tratamiento
de RPBI
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20 TINCION DE MIELOPEROXIDASA

Son especificas de la serie mieloide. La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima
lisosémica localizada en los granulos azurdfilos de los neutréfilos y monocitos. En
la serie granulocitica dichos granulos corresponden a los granulos primarios. En la
serie monocitica son mas pequefos y no son los primeros en aparecer durante la
maduracion en estas células, por lo que la denominacion de primarios es
inapropiada. La MPO también puede ser demostrada en los granulos especificos
de los eosindfilos y basdfilos. En el eosindfilo los granulos especificos derivan de
los granulos primarios, los cuales son MPO positivos, y esta enzima es quimica e
inmunolégicamente distinta de la neutrofila. Las peroxidasas granulociticas
comprenden 2 enzimas:

a) la neutrdfila: se encuentra en estos elementos y en los monocitos y basofilos
positivos, y se caracteriza por ser sensible al cianuro de potasio.

b) la eosindfila: es exclusiva de los eosindfilos y se caracteriza por ser resistente al

cianuro de potasio. (Universidad Nacional de Tucuman, 2015)
Fundamento

Ambas son inactivadas por el alcohol metilico. Para diferenciarlas: se toman 2
preparados, uno de ellos se fija con etanol absoluto y se cubre con CNK 0,04 g/dL,
dejar 15 min y lavar con agua destilada y luego ambos preparados se someten a
la reaccion de peroxidasas:

En el 1ler preparado: neutréfilos negativos y eosindfilos positivos.

En el 2° preparado: neutrofilos y eosinofilos positivos.

Las peroxidasas son enzimas de o6xido-reduccién. Su mecanismo de accion

consiste en liberar oxigeno naciente del agua oxigenada: (Figura 35).
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H,O, + bencidina (sustrato) Peroxidasa . H,O + O

Nitroprusiato de sodio

Figura 35. Esquema de la reaccién que se lleva a cabo durante la tincion.
Recuperada de: https://bit.ly/2wzAwQW

El oxigeno que se libera oxida la bencidina dando un compuesto azul oscuro que
luego vira a negro, apareciendo un precipitado (no difusible) en el lugar del
citoplasma en donde se ha producido la reaccion. Para la demostracion de la MPO
leucocitaria es imprescindible un catalizador metélico. En este caso se usa el
Nitroprusiato de sodio.

Hay peroxidasas leucocitarias y eritrocitarias que se pueden diferenciar por una
pequefia variacion en la técnica, ya que esta Ultima es resistente a la accion del

alcohol metilico. (Figura 36). (Universidad Nacional de Tucuman, 2015)

Figura 36. Muestra tefiida con la técnica de mieloperoxidasa observada al microscopio.
Recuperada de: https://bit.ly/3CU9EhR

Procedimiento
1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.

2. Realizar el frotis correspondiente.
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3. Verter sobre la muestra 10 gotas de la solucion A y dejar actuar durante 3-5
minutos.

4. Sin decantar o enjuagar la muestra, afladir 10 gotas de la solucion B,

homogenizar suavemente y dejar actuar durante 3-5 minutos.

Observar al microscopio en minimo aumento el desarrollo de la reaccion.

Observar la reaccion, si esta es débil, repetir la reaccién en el mismo frotis.

Lavar la muestra con agua y dejar secar.

© N o 0

Contracolorear la muestra con Giemsa y dejarlo actuar durante 5-10
minutos.
9. Dejar secar la muestra al aire.

10.Observar al microscopio.

Solucién A
e Bencidina base (30 mg).
e Solucion saturada de nitroprusiato de sodio (0.1 mL).

e Alcohol etilico absoluto 0 96° (9.9 mL).

Solucion B
e H202al 20-30% (1 gota).
e Agua destilada (10 mL).

@i

"‘l

Figura 37. Se observa un patron granular negro-parduzco citoplasmatico en las células

positivas. Recuperada de: https://bit.ly/3BelL78
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Componentes de la tincion

Bencidina.
Nitroprusiato de sodio.
Alcohol etilico

P 0w h P

Peréxido de hidrogeno.
Tratamiento de residuos

Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE MIELOPEROXIDASA

Tomar un portaobjetos y revisar que se
encuentre en éptimas condiciones de uso.

v

Realizar el frotis correspondiente.

!

Colocar la muestra en una charola para tincién,
verter sobre ella 10 gotas de la solucién A y dejar
actuar durante 3-5 minutos.

!

Obhservar al microscopio en minimo aumento el
desarrollo de la reaccion.

!

Observar la reaccion, si esta es déhil, repetir la
reaccion en el mismo frotis.

Lavar la muestra con agua y dejar secar.

!

Contracolorear la muestra con Giemsa y dejarlo
actuar durante 5-10 minutos.

[ -
Y > R1

Dejar secar la muestra al aire.

v

Observar al microscopio.

!

FIN

Los residuos obtenidos mediante la realizacién del frotis sanguineo se deben tratar como RPBI.

Todos los residuos se encuentran como una mezcla en la charola para tincion.

R1: Calentar la mezcla hasta reducir el volumen al minimo y proceder a almacenar en un recipiente
apropiado que proteja del dafio fisico, mantener lejos de la luz solar directa, lejos del calor y materiales
incompatibles. Etiquetar el recipiente de manera adecuada para evitar confusiones y mezclas con otras
sustancias.
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Tabla 19. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Bencidina,
. . . Almacenar en un
nitroprusiato de Corrosividad frasco Ambar
R1 sodio, alcohol etilico Toxicidad

y peréxido de
hidrégeno

Inflamabilidad

etiquetado de
manera correcta
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21 TINCION DE PAPANICOLAOU

Varela (2005) menciona que:

La citologia es el estudio de células individuales que tiene el propésito de
detectar anormalidades morfolégicas de las células examinadas que
provienen de la descamacion de superficies epiteliales, de liquidos
corporales o se obtienen por aspiracion con aguja.

Una de las aplicaciones mas comunes es citologia cervical o cérvico-
vaginal, que estudia las células exfoliadas de la union escamo columnar del
cuello uterino y ha sido por afios el principal método de busqueda de cancer
cervicouterino, ampliamente reconocido por programas de control y
prevencion de cancer como un test que ha reducido la incidencia y
mortalidad por cancer de cuello uterino. Algunos datos indican que
programas bien organizados de busqueda citolégica de cancer, han
disminuido la mortalidad por este cancer hasta en un 70 %.

Ademas de la deteccidn de lesiones premalignas y malignas, la citologia
vaginal proporciona informacion sobre el estado hormonal de la paciente y
presencia de microorganismos. La fortaleza del método se basa en décadas
de experiencia en su uso, bajo costo, alta especificidad y que las lesiones

identificadas pueden ser facilmente tratables. (p. 131-136)
Fundamento

La tincién de Papanicolaou se aplica a exudados vaginales para la deteccion de
cancer uterino o vaginal.

La técnica utiliza un elevado nimero de colorantes en su procedimiento:

» Hematoxilina: es la tincidon nuclear escogida, permite basicamente revelar los
nacleos de las células presentes en la muestra. Suele usarse Hematoxilina de
Harris.

* Orange G: es un colorante sintético de caracter acido que revela compuestos
basicos como la prequeratina (que tifie de color rosado) o la queratina (que tifie de

color naranja brillante).
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» Eosina amarillenta: tine de color rosa-anaranjado el citoplasma de las células
escamosas maduras, de las células ciliadas y de los eritrocitos.

» Verde Luz SF amarillento: tifie de color verde-azulado las células escamosas no
superficiales (inmaduras o a parcialmente maduras).

» Pardo Bismark R: no tifie el citoplasma celular pero si la mucina.

« Acido fosfotungstico: tiene una funcién mordiente, especialmente importante para
el Verde Luz SF.

Al presentar en su composicion varios colorantes, es capaz de revelar diferentes
tipos de células. Estas caracteristicas son las que la hacen éptima para estudios
de tipo citolégico. La técnica implica el uso de tres soluciones diferentes, por un
lado, la correspondiente a la hematoxilina, por otro la que contiene Orange G
(solucién de Papanicolaou OG) y la dltima con el resto de colorantes (solucién de
Papanicolaou EA). (Figura 38). (PanReac AppliChem ITW Reagents, 2019)

Figura 38. Observacion al microscopio de una citologia cervical tefiida con la técnica de

Papanicolaou, recuperada de: hitps://bit.ly/3gbfdRk

Procedimiento

1. Tomar un portaobjetos y revisar que se encuentre en Optimas condiciones
de uso.
2. Realizar el exudado vaginal para obtener la muestra.

Fijar la muestra con spray.
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4. Sumergir la muestra en alcohol a diferentes concentraciones en orden
decreciente (80%, 70% y 50%) durante 1 minuto en cada solucion.
Sumergir la muestra en agua durante 1 minuto.

Sumergir la muestra en la solucion de Hematoxilina durante 5 minutos.
Sumergir la muestra en agua por 6 ocasiones durante 1 segundo.

Sumergir la muestra en HCI 0.5% por 8 ocasiones durante 1 segundo.

© © N o O

Sumergir la muestra en agua durante 5 minutos.

10.Sumergir la muestra en alcohol a diferentes concentraciones en orden
ascendente (50%, 70%, 80% y 96%) durante 30 segundos en cada
solucion.

11.Sumergir la muestra en la solucion de Papanicolaou OG durante 60-90
segundos.

12.Enjuagar el exceso de colorante en dos bafios de etanol 96%, sumergiendo
la muestra dos veces en cada uno de los bafios durante 3-4 segundos.

13.Sumergir la muestra en la solucion de Papanicolaou EA durantel-2
minutos.

14.Enjuagar el exceso de colorante en tres bafios de etanol 96%, sumergiendo
la muestra dos veces en cada uno de los bafios durante 3-4 segundos.

15. Sumergir la muestra en etanol absoluto durante 30 segundos.

16.Sumergir la muestra en un bafio 1:1 (xileno y etanol absoluto) durante 4
minutos.

17.Sumergir la muestra en xileno durante 3 minutos.

18.Dejar secar.

19.Observar al microscopio.
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Figura 39. En la imagen se pueden observar los diferentes colores que proporciona la
tincién, gracias a sus propiedades policromicas. Tincion de Papanicolaou, recuperada de:
https://bit.ly/3RCUhON

Componentes de la tincion

Soluciéon de Papanicolaou OG 6
Solucién de Papanicolaou EA 50
Hematoxilina

Etanol (100, 96, 80, 70 y 50%).
Xileno

HCI

o ok~ 0N RE

Tratamiento de residuos
Recolectar los residuos en un frasco ambar y etiquetarlo de manera adecuada

usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE PAPANICOLAQU

Tomar un portacbjetos y revisar que se encuentre en

optimas condiciones de Uso.

Realizar el exudado vaginal para obiener la muesta.

Fijar la muestra con spray.

A
Sumergir la muestra en etanol a diferentes

concentraciones en orden decreciente (80%, 70% y

50%4) durante 1 minuto en cada solucin.

Sumergi la muestra en agua durante 1 minuto.

——
L]

Sumergir la muestra en [a solucion de hematoxilina
durante 5 minutas.

. ———
L]

Sumergir la muestra en agua por & ocasiones
durante 1 segundo.

I —
]

Sumergir la muestra en HC| 0.5% por § ocasiones
durante 1 segunda.

Surnergir la mueslra en agua durante 5 minutas.

]
Sumergir la muestra en etanol a diferantes
concentraciones en orden ascendente (50%. 70%,
809 y 96%) durante 30 segundos en cada solucion

L]

Sumergir la muestra en la solucién de Papanicolaou
0OG durante 60-90 segundos.

L]
Emjuagar el exceso de colorante en etanol 96%
sumergiendo la muestra 4 veces durante 3-4
segundos.

L]

Sumergir la muestra en la solucion de Papanicolaou
EAdurante 1-2 minutos.

L]
Enjuagar el exceso de colorante en elanol al 96%
sumergienda la muesira 6 veces durante 3-4
segundos.

L]

Sumergir la muestra en etanol absoluto durante 30
segundos.

Sumergir la muestra en una solucion 1:1 (xileno y
etanol absoluta) durante 4 minutos.

L]

Sumergir la musstra en xileno durante 3 minutos.

L]

Dejar secar al aire.

Observar al microscopio.

Fir

R1: Calentar la mezcla hasta disminuir el volumen al minimo o de ser posible hasta su total evaparacion.

R2: Almacenar en un recipiente que lo proteja de la luz, darios fisicos, del calor y de posibles mezclas con otras
sustancias Etiquetar el recipiente de manera adecuada para su dispasicion final

R3: Calentar la mezcla hasla disminuir el volumen al minimo, resguardar el reslante en un recipiente apropiado y
eliguetarla de manera adecuada para su disposicion final

R4: Almacenar en un recipiente que proteja de |a luz solar, del calor y de posibles mezclas con otras sustancias.
Etiguetar el recipiente adecuadamente para su dispecicion final

R5: Almacenar en un recipients que proteja de |a luz, del calor y de posibles mezclas con otras sustancias. Etiquetar el
adect 6n final.

RE: Almacenar en un recipiente que proteja de |a luz, calor y de posibles mezclas con olras suslancias, Eliquetar el
recipiente adecuadamente para su disposicion final.

R7: Mezclar el etanol a diferentes cencentraciones en un solo recipiente, proceder a calentar la mezcla hasta su total
eliminacion.

R8: Almacenar en un recipiente que proteja de la luz, ealor y posibles mezclas con olras sustancias. Eliquetar el

adect para su on final,
R9: Almacenar en un recipiente que proteja de |a luz, calor y posibles mezclas con otras sustancias. Etiquetar el
l dect para su di icién final.
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Tabla 20. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Calentar la mezcla
hasta su completa
Corrosividad eliminacion o en su
Alcohol al 80, 70y . defecto, almacenar
R1 Toxicidad
50 % o el sobrante en un
Inflamabilidad )
frasco ambar
etiquetado de
manera correcta
Almacenar en un
R2 Hematoxilina Toxicidad frgsco ambar
etiquetado de
manera correcta
Almacenar en un
. . frasco ambar
R3 Agua y hematoxilina Toxicidad )
guay etiquetado de
manera correcta
Corrosividad AI][::SCCeOng:nebr;run
R4 HCI Reactividad .
. etiquetado de
Toxicidad
manera correcta
Solucion de Corrosividad A'?::S‘fon;nigf”
R5 Papanicolaou OG y Toxicidad etiquetado de
etanol al 96 % Inflamabilidad g
manera correcta
Solucién de Corrosividad Alﬁssc:ong:nebr;n
R6 Papanicolaou EA y Toxicidad etiquetado de
etanol al 96 % Inflamabilidad 9
manera correcta
Mezclar el etanol de
diferentes
concentraciones en
Corrosividad un remfcl)ig':jee?r;bar
R7 Etanol absoluto Toxicidad yp

Inflamabilidad

calentar la mezcla
hasta su total
eliminacion o en su
defecto, almacenar
el sobrante en un




frasco ambar
etiquetado de
manera correcta

R8

Xileno y etanol

Corrosividad
Toxicidad

Almacenar en un
frasco ambar

absoluto Inflamabilidad etiquetado de
manera correcta
. Almacenar en un
Corrosividad frasco Ambar
R9 Xileno Toxicidad

Inflamabilidad

etiquetado de
manera correcta
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22 TINCION DE PERLS

Andrews (2008) describe a:
La tincion de Perls como una de las técnicas citoquimicas mas antiguas,
practicamente sin cambios desde su descripcion original. Es uno de los
mejores métodos para conocer las reservas de hierro (Fe) en la médula
o0sea (MO), que se encuentran en forma de hemosiderina, lo cual es
importante para el diagnostico de wuna variedad de patologias

hematoldgicas.
Fundamento

Andrews (2008) menciona que:
La hemosiderina y la ferritina son las principales formas de almacenar hierro
del organismo. El hierro que se libera de la degradacién de la hemoglobina,
si no se usa inmediatamente para una nueva sintesis, se almacena en los
macrofagos de la MO en forma de hemosiderina o ferritina.
La hemosiderina es un agregado de hierro, componentes lisosomales y
otros productos de digestion intracelular.
El Fe que se encuentra depositado en el interior de las células en forma de
agregados o granulos insolubles en agua es detectable citoquimicamente
mediante la reaccion de Perls. Dichos granulos se observan en el interior de
los eritroblastos (sideroblastos) en algunos eritrocitos (siderocitos) y en los
macrofagos medulares, del higado y del bazo.
El hierro depositado se libera por accion del acido clorhidrico y reacciona
con ferrocianuro potasico para formar ferrocianuro férrico. Esta técnica pone
en evidencia la presencia de complejos insolubles de Fe por la formacion de
un precipitado coloreado (azul de Prusia). La intensidad del color es un
pardmetro solamente cualitativo y su utilidad es evaluar las reservas de Fe

al permitir una semicuantificacion de los depositos. (p. 219-230)
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Como muestra se pueden utilizar extendidos de médula ésea, con material
suficiente para evitar resultados erroneos, o bien, frotis de sangre periférica, orina

y cortes histoldgicos. (Figura 40).

Figura 40. Muestra de médula ésea tratada con la tincién de Perls donde se observan los

complejos insolubles de hierro en color azul. Recuperada de: https://bit.ly/3RIFFN8

Procedimiento

1. Realizar el frotis usando la técnica adecuada dependiendo de la muestra a
tratar.

2. Fijar el extendido con metanol, etanol absoluto o vapores de formol durante

10-15 minutos.

Lavar la muestra con agua mediante inmersion por 2-3 ocasiones.

Sumergir la muestra en un bafio con una mezcla de partes iguales de

ferrocianuro de potasio al 2% y HCI al 2% exento de Fe, durante 1 hora a

temperatura ambiente.

Lavar con agua destilada.

Afadir a la muestra safranina durante 30-45 segundos.

Lavar con agua destilada.

© N o O

Observar al microscopio.
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Figura 41. Muestra de médula Osea tratada con la tincion de Perls, en la imagen se
pueden observar los depdsitos de hierro. En condiciones normales se observan
sideroblastos en cuyo interior aparecen de 1 a 4 granulos en el citoplasma. El aumento en
el nimero de granulos indica un depdsito excesivo de Fe y la existencia de una alteracion
en su metabolismo, que conduce a un depésito de Fe en el interior de las mitocondrias.
Recuperada de: https://bit.ly/3KMWKnE

Componentes de la tincion
1. Metanol o etanol absoluto o vapores de formol.
2. Ferrocianuro de potasio al 2%.
3. HCl al 2% libre de Fe.

Tratamiento de residuos

Recolectar en un frasco ambar (por separado) los residuos 2, 3, 4 y etiquetarlos de

manera adecuada usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE PERLS

Realizar el frotis usando la técnica adecuada
dependiendo de la muestra a tratar.
> R1
Fijar el extendido con metanol, etanol absoluto o
vapores de formol durante 10-15 minutos.
] > R?
Lavar la muestra con agua mediante inmersién
por 2 6 3 ocasiones
Sumergir la muestra en un bafio con una mezcla
de partes iguales de ferrocianuro de potasio al
2% y HCI al 2% libre de Fe, durante 1 hora a
temperatura ambiente.
[ »( R3
Y
Lavar con agua destilada.
Anadir a la muestra safranina y dejar actuar
durante 30-45 segundos.
\
Lavar con agua destilada,
= R4
Observar al microscopio.

!

FIN

R1: Manejar como lo indican los RPBI.

R2: Almacenar en un solo recipiente con el fin de proceder a calentar la mezcla hasta reducir el volumen
al minimo o en su defecto lograr la eliminacién total de la mezcla por medio de evaporacién.

R3: Almacenar en un recipiente que proteja de la luz solar directa, del dafio fisico, lejos del calor y
materiales incompatibles. Etiquetar el recipiente de manera adecuada para proceder a su disposicién
final.

R4: Almacenar en un recipiente que proteja de la luz solar directa, del dafio fisico, lejos del calor y
materiales incompatibles. Etiquetar el recipiente de manera adecuada para proceder a su disposicion
final.
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Tabla 21. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
R1 Frotis sanguineo o Biolégico-infeccioso Manejar como lo
fluido corporal indican los RPBI
Almacenar en un
frasco ambar y
proceder al
calentamiento de la
Metanol, etanol Corrosividad mezcla hasta su
R2 absoluto o vapores Toxicidad total eliminacion o
de formol Inflamabilidad en su defecto,
almacenar en un
frasco ambar
etiquetado de
manera correcta
. Corrosividad Almacenzflr enun
Ferrocianuro de .. frasco &mbar
R3 potasio y HCI Toxicidad etiquetado de
Inflamabilidad
manera correcta
Almacenar en un
R4 Safranina Toxicidad frasco ambar

etiquetado de
manera correcta
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23 TINCION DE SCHIFF

La reaccion PAS (Peryodic-Acid-Schiff) es uno de los métodos quimicos de més
frecuente aplicacion en la histologia. La presente tincion PAS - para deteccion de
aldehidos y mucosustancias es utilizada para el diagnostico celular en la medicina
humana y se emplea en el examen histolégico de muestras de origen humano.
(PanReac AppliChem ITW Reagents, 2019)

Fundamento

En la reaccion PAS, el material histol6gico primero es tratado con &cido peryddico,
oxidandose durante este proceso los 1,2-glicoles a grupos aldehido. A través de la
adicion del reactivo de Schiff (leucofucsina) en el segundo paso, los aldehidos
reaccionan en una intensa reaccién cromatica de color rojo. La reaccion PAS tiene
como resultado una reaccion cromética especifica con polisacaridos no
sustituidos, mucopolisacaridos neutros, muco y glicoproteinas, asi como glico y
fosfolipidos.

Mediante la combinacion de la reaccién PAS con la tincion de azul alcian se
pueden representar adicionalmente mucosustancias acidas (glicosaminoglicanos).
(Figura 42). (PanReac AppliChem ITW Reagents, 2019)

Figura 42. Muestra histoldgica tefiida con la técnica de Schiff, observada al microscopio.
Recuperada de: https://bit.ly/3cOYWPb
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Figura 43. Cepillado esofagico en el cual se observan esporas e hifas con respuesta
inflamatoria, la muestra fue tratada con la tincion de PAS. Recuperada de:
https://bit.ly/3BiJAVA

Procedimiento

Tomar el portaobjetos con el preparado histolégico.

Enjuagar la muestra con agua destilada.

Sumergir la muestra en la solucion de acido periodico durante 5 minutos.
Lavar la muestra con agua durante 3 minutos.

Enjuagar la muestra con agua destilada.

Sumergir la muestra en el reactivo de Schiff durante 15 minutos.

Lavar la muestra con agua durante 3 minutos.

Enjuagar la muestra con agua destilada.

© 00 N o g b~ WP

Sumergir la muestra en hematoxilina de Harris durante 2 minutos.

10.Lavar la muestra con agua durante 3 minutos.

11.Sumergir la muestra en bafios de alcohol a concentraciones ascendentes
(70%, 96% y 100%) por duplicado durante 1 minuto respectivamente.

12. Sumergir la muestra en xileno durante 10 minutos.
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Figura 44. Los ndcleos se pueden visualizar en azul, polisacéridos, glicogeno,
mucopolisacaridos neutros, muco y glicoproteinas, glico y fosfolipidos, membrana basal,

colageno en rojo/purpura. Recuperada de: https://bit.ly/3wZHUEL

Componentes de la tincion

Acido periddico.
Reactivo de Schiff.
Hematoxilina.
Alcohol.

Xileno.

AR A

Tratamiento de residuos

Recolectar en un frasco dmbar (por separado) los residuos 1, 2, 3, 5, 6 y
etiquetarlos de manera adecuada usando la etiqueta vigente en la FES-C.
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TINCION DE PAS

Tomar el portaobjetos con el preparado histolégico y

colocarlo en una charola para tincién.

,

Enjuagar la muestra con agua destilada.

.

Sumergir la muestra en la solucién de acido
peryddico durante 5 minutos.

[
) R1

Lavar la muestra con agua durante 3 minutos.

:

Enjuagar la muestra con agua destilada.

:

Sumergir la muestra en el reactivo de Schiff durante
15 minutos.

[
i R2

Lavar la muestra con agua durante 3 minutos.

!

Enjuagar la muestra con agua destilada.

.

Sumergir la muestra en hematoxilina de Harris
durante 2 minutos.

I - R3

v

Lavar la muestra con agua durante 3 minutos.

i 4

Sumergir la muestra en bafios de alcohol a
concentraciones ascendentes (70%, 96% y 100%)
por duplicado durante 1 minuto respectivamente.

T

v

Sumergir la muestra en xileno durante 10 minutos.

5

[

v 6

OO

Observar al microscopio.

R1, R2, R3 y R6: Almacenar en un recipiente adecuado que proteja del dario fisico, de la luz solar directa, lejos del calor
y materiales incompatibles. Etiquetar el recipiente de manera adecuada para su disposicion final.

R4: Se puede desechar por el alcantarillado sin ningun inconveniente.

R5: Almacenar en un recipiente adecuado para proceder a calentar la mezcla hasta obtener un volumen minimo o en su
defecto la eliminacidn total de la mezcla por medio de la evaporacion.
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Tabla 22. Informacion general acerca del manejo integral y clasificacion de residuos.

DISPOSICION O

CLAVE DEL COMPONENTES CLASIFICACION
TRATAMIENTO
RESIDUO DEL RESIDUO CRETIB DEL RESIDUO
Corrosividad AI?;SCfOng:nir;run
R1 Acido peryodico Toxicidad .
. etiquetado de
Inflamabilidad
manera correcta
Corrosividad Al;lrr\:sc(:ezon:nir;n
R2 Reactivo de Schiff Toxicidad )
. etiquetado de
Inflamabilidad
manera correcta
Corrosividad AI][::SCCeOng:nebr;run
R3 Hematoxilina Toxicidad .
- etiquetado de
Inflamabilidad
manera correcta
Se puede eliminar
R4 Agua i por el.alcgnte}rlllado
sin ningun
inconveniente
Mezclar los
alcoholes en un solo
recipiente y
proceder a calentar
Alcohol al 70, 96y Corro.si.vidad . h.asta.isu total
R5 100 % Toxicidad eliminacion o en su
° Inflamabilidad defecto, almacenar
el sobrante en un
frasco ambar
etiquetado de
manera correcta
Corrosividad AI?:SCCeOnZ:nebr;;m
R6 Xileno Toxicidad

Inflamabilidad

etiquetado de
manera correcta
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24 ANALISIS DE RESULTADOS

Por medio de la investigacién bibliografica realizada en este trabajo se logré
recopilar la informacion mas importante y detallada de las tinciones mas utilizadas
dentro de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, lo cual es de suma
importancia ya que se explica de manera clara y concisa el fundamento,
procedimiento, imagenes de resultados y la recoleccion y almacenamiento de los

residuos de todas y cada una de las tinciones mencionadas en este trabajo.

El manual de tinciones es una herramienta que sera de gran ayuda para todas las
personas que lo revisen, pues servirA de guia tanto para el alumnado de la
Facultad, como los profesores, laboratoristas y personal encargado de la
recoleccion de los residuos generados por las tinciones que se utilizan en los
laboratorios de ensefianza que se imparten en la Facultad, dando pauta a que
éste trabajo sea complementado en un futuro, puesto que hay tinciones que no
son mencionadas y dan pie a que el manual sea editado y complementado en el

futuro.

El manejo integral de residuos es un tema que debe de ser tratado en todos los
ambitos a nivel social, pues el incremento en la produccion de insumos que se
ocupan en la sociedad, el trabajo realizado en los laboratorios de ensefianza y en
las diferentes industrias a nivel mundial, generan residuos de diferentes tipos,
fomentando asi que se cree una consciencia acerca de ello.

La normatividad vigente en este &mbito nos brinda las pautas generales para darle
un correcto manejo integral a los residuos, apoyando asi en la generacion de
consciencia en este ambito que en las Ultimas décadas ha tenido un alto

crecimiento y desarrollo.
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25 PROYECCIONES

Al haber tantas carreras dentro de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan,
el trabajo puede ser complementado en un futuro por cualquiera de los alumnos
que estudien dentro de la Facultad, ya que hay varias tinciones que no fueron
mencionadas en este trabajo. Por lo tanto, queda una puerta abierta para que el
trabajo sea complementado en el futuro, con el fin de que se genere la menor
cantidad de residuos peligrosos y su almacenamiento y resguardo se lleve a cabo

de la manera correcta.

Dando pie a que haya un incremento en el interés por parte de toda la comunidad

de la Facultad en el manejo integral de residuos.
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26 CONCLUSIONES

La realizacion de este trabajo cumple con los objetivos tanto generales como
particulares, puesto que la recopilacion de la informacion, organizacion y resumen
de dicha informacion contiene los puntos mas importantes de todas y cada una de
las tinciones mencionadas. Ayudando asi a tener un panorama general a todos los
alumnos, profesores, laboratoristas y personal encargado de la recoleccion de

residuos dentro de la Facultad y asi, proceder al manejo integral de los mismos.

El manual de tinciones es de suma importancia para la Facultad, puesto que
permitira a los alumnos aprender el fundamento, procedimiento y el manejo
integral de residuos generados por cada una de las tinciones mencionadas en el

trabajo

El interés en aumento por el manejo integral de residuos es un tema que debe de
tratarse no solo en las entidades en las que haya laboratorios de ensefianza, sino
también dentro de la industria, por lo cual es de suma importancia enfocarse en la
generacion minima de residuos peligrosos que llegan a contaminar el medio
ambiente. El trabajo de los laboratoristas y personal encargado de la recoleccion
de residuos dentro de la Facultad, serd mas sencillo puesto que el manual les

permitira elaborar su trabajo de una manera mas simple.

Aunado a esto, la revision de las normas oficiales mexicanas que fueron
analizadas en este trabajo, permite dar un panorama general respecto a la
proteccion  ambiental, operacion, = monitoreo, separacién, envasado,
almacenamiento, recoleccion, transporte, tratamiento y disposicion de los
diferentes residuos generados dentro de la Facultad, apoyando en la
concientizacién acerca del manejo integral de los residuos generados al momento

de realizar las tinciones mencionadas en este trabajo.
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28 HOJAS DE SEGURIDAD

Las hojas de seguridad son de suma importancia, ya que nos brindan informacion

necesaria acerca de los cuidados y el manejo que se debe de realizar cuando se

trabaja con cualquiera de los reactivos que se utilizan en cada una de las tinciones

mencionadas en el trabajo, asi como las acciones que se deben de seguir en caso

de que ocurra algun accidente durante el manejo de los reactivos.

Acido acético glacial
Acido lactico

Acido peryddico
Acido tanico

Agua destilada
Alcohol

Alcohol &cido

Alcohol etilico
Alcohol/acetona

Azul de cresil brillante
Azul de lactofenol
Azul de metileno
Bencidina
Carbofucsina

Cloruro de sodio
Colorante de Giemsa
Colorante May-Grinwald
Cristal violeta
Dimetilsulfoxido
Eosina

Etanol

Fenol

Ferrocianuro de potasio

Floxina B
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https://bit.ly/2m5Mv60Q

https://bit.ly/3gsqUbx

https://bit.ly/3SMOZF08

https://bit.ly/3VM4xaf

https://bit.ly/3eP8Scqg

https://bit.ly/SAMRhwmY

https://bit.ly/3groOcR

https://bit.ly/3sekLvt

https://bit.ly/3CSa8VT

https://bit.ly/3COeqM9

https://bit.ly/3FgL5gn

https://bit.ly/3DfOPi9

https://bit.ly/3SEWZvIx

https://bit.ly/3FOrNvA

https://bit.ly/3Ddvlci

https://bit.ly/3TEHyw9

https://bit.ly/3DfMOKi

https://bit.ly/3eMiKrk

https://bit.ly/3z0gA|M

https://bit.ly/3yZfz2b



https://bit.ly/3TEC2JX
https://bit.ly/3CRjShf
https://bit.ly/3sfn81a
https://bit.ly/3DcXCQn
https://bit.ly/2m5Mv6Q
https://bit.ly/3gsgUbx
https://bit.ly/3MOZF08
https://bit.ly/3VM4xaf
https://bit.ly/3eP8Scg
https://bit.ly/3MRhwmY
https://bit.ly/3groQcR
https://bit.ly/3sekLvt
https://bit.ly/3CSq8VT
https://bit.ly/3COeqM9
https://bit.ly/3FgL5gn
https://bit.ly/3Df0Pi9
https://bit.ly/3EWZvlx
https://bit.ly/3F0rNvA
https://bit.ly/3Ddvlci
https://bit.ly/3TEHyw9
https://bit.ly/3DfMOki
https://bit.ly/3eMjKrk
https://bit.ly/3z0qAjM
https://bit.ly/3yZfz2b

Fucsina basica

Fucisna fenicada
Glicerol

HCI

Hematoxilina

KOH

Lugol

Etanol

Nigrosina

Nitroprusiato de sodio
Peréxido de hidrogeno
Reactivo de Schiff

Rojo Congo

Safranina

Solucion buffer 7.2
Solucién de Papanicolaou EA 50
Solucién de Papanicolaou OG 6
Solucion salina isotonica
Tinta china

Vapores de formol
Verde brillante

Verde de malaquita
Xileno

Xilol

Yodo molecular

Yoduro potésico
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https://bit.ly/3TiYOT9

https://bit.ly/3MNuC4l

https://bit.ly/3F00zF3

https://bit.ly/3z0ZwB3

https://bit.ly/3sdEaN3

https://bit.ly/3CUoYca

https://bit.ly/3Dg89Kz

https://bit.ly/3Dppr8l|

https://bit.ly/3zmiEd9

https://bit.ly/3SkPh1n

https://bit.ly/3F02gmb

https://bit.ly/3SiyzPZ

https://bit.ly/3z103pM

https://bit.ly/3Ts1KBS

https://bit.ly/3DfeiXm

https://bit.ly/3F3J6f1

https://bit.ly/3Tn1MLd

https://bit.ly/3zmkul5

https://bit.ly/3AMNx7UE

https://bit.ly/3VK8|RF

https://bit.ly/3scjTY3

https://bit.ly/3MOe4JU

https://bit.ly/3ePWMQQO

https://bit.ly/3seuUbn

https://bit.ly/3sbpNsy

https://bit.ly/3yUJXEA



https://bit.ly/3TiY0T9
https://bit.ly/3MNuC4I
https://bit.ly/3F00zF3
https://bit.ly/3z0ZwB3
https://bit.ly/3sdEaN3
https://bit.ly/3CUoYcq
https://bit.ly/3Dg89Kz
https://bit.ly/3Dppr8l
https://bit.ly/3zmiEd9
https://bit.ly/3SkPh1n
https://bit.ly/3F02gmb
https://bit.ly/3SiyzPZ
https://bit.ly/3z1o3pM
https://bit.ly/3Ts1KBS
https://bit.ly/3DfeiXm
https://bit.ly/3F3J6f1
https://bit.ly/3Tn1MLd
https://bit.ly/3zmkuL5
https://bit.ly/3MNx7UE
https://bit.ly/3VK8jRF
https://bit.ly/3scjTY3
https://bit.ly/3MOe4JU
https://bit.ly/3ePWMQ0
https://bit.ly/3seuUbn
https://bit.ly/3sbpNsy
https://bit.ly/3yUJxEA
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