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Introduccion

Resumen

Las tinciones en microbiologfa son las primeras herramientas que se utilizan en el laboratorio
para el diagndstico de las enfermedades infecciosas. Desde hace mas de un siglo han ayudado
aresolver problemas de etiologia microbiana. 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 y hongos—. La tincion de Gram se considera bésica en la valoracién inicial
de muestras para andlisis bacteriolégico, mientras que la tincién de Wright se ocupa para el
diagnéstico de enfermedades muy particulares en el rubro de la parasitologia. Hay técnicas
tintoriales especificas de gran utilidad, como la tincién de Ziehl-Neelsen, que se utiliza para
el diagnéstico de enfermedades crénicas como la tuberculosis o la actinomicosis, o la tincién
de azul de lactofenol, que preserva e identifica a los componentes estructurales de los hongos.
Las diferentes tinciones en el laboratorio microbiolégico tienen una utilidad fundamental para
el diagndstico y tratamiento oportuno de mdltiples patologias de etiologfa infecciosa.

Abstract

Stains in microbiology lab are the first tools employed for diagnosis of infectious diseases. Stains
have helped to identify the ethiology of microbial involvement for more than a century. As
the wide spectrum of stains is currently in progress for the detection of bacteria, fungus and
parasites, such fundamentals as the Gram stain are still considered basic for initial evaluation
of bacteriological samples, while the Wright stain is used for very particular diseases as those
related to parasites. Other specific tintorial methods as the Ziehl-Neelsen stain are used for
diagnosis of chronic diseases such as tuberculosis oractinomycosis. The lactophenol blue stain
is best employed for diagnosis of fungal infections, as it helps to identify fungi and to preserve
their morphological structures. Different stains in the clinical microbiological lab are permanent
basic tools for the diagnosis and treatment of many diseases of infectious ethiology.

nitidez y fineza detallada de la imagen, y depende de
la longitud de onda (X) del haz de luz utilizado y de la

En microbiologia el microscopio se utiliza de forma
rutinaria, ya que proporciona importante informacion
para la identificacion temprana y definitiva de los mi-
croorganismos.' En la valoracion de las muestras, es
trascendente el poder de resolucion del microscopio,
el cual se define como la capacidad que posee un
objetivo para distinguir la distancia minima entre dos
puntos del objeto para que se puedan visualizar como
dos puntos separados. El poder de resoluciéon de un
objetivo es el responsable de la calidad, claridad,

apertura numérica del objetivo empleado. El maximo
poder de resolucidon en un microscopio de luz emitida
es de 0.2 um, por lo que se requiere de una amplifica-
cion entre 1000-1400x, mientras que el poder de reso-
lucién del ojo humano es de aproximadamente 0.2 mm.
Para aprovechar esta ventaja de los microscopios, se
han desarrollado técnicas tintoriales que destacan las
caracteristicas morfoldgicas de los microorganismos.?
Existe una gran variedad de tinciones que pueden ser
aplicadas dentro del campo de la microbiologia.®
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Un colorante se define como una sustancia capaz
de dar color a células, tejidos, fibras, etcétera. De
acuerdo con su origen, se pueden dividir en: coloran-
tes naturales, los cuales son extraidos de plantas o
animales, y colorantes artificiales, que son aquellos de
minerales procesados y manipulados en el laboratorio.

Quimicamente, el colorante esta constituido de un
componente cromdéforo y un auxécromo. El croméforo
es todo grupo aislado, covalente e insaturado, que
tiene una absorcion caracteristica en la region ultra-
violeta o visible; dicho de otra forma, es la capacidad
que tiene la molécula para que sus electrones absor-
ban energia o luz visible, se exciten y emitan diversos
colores de acuerdo con la longitud de emitida como
resultado del cambio en el nivel energético. Cabe
mencionar que esta longitud de onda corresponde al
rango de espectro visible. Los croméforos se pueden
presentar en dos formas fundamentales: en sistemas
conjugados pio complejos metalicos. Los cromdforos
son principalmente grupos funcionales con dobles y
triples enlaces carbono-carbono, anillos aromaticos,
grupos carbonilos, imino, diazo, nitro y enlaces entre
carbono-y (y es un atomo con pares libres).Los auxo-
cromos son grupos funcionales o radicales que cons-
tituyen 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 funcion es desplazar a los croméforos hacia longi-
tudes de ondas largas para aumentar la intensidad.
Los siguientes grupos funcionales son considerados
auxdécromos: grupo metilo, halégenos, hidroxi, alcoxi y
amino.*5 Aunque los microorganismos vivos se pueden
observar directamente en fresco al microscopio optico,
la mayoria de las veces es necesario tefiirlos para que
por medio del uso de colorantes, sea mucho mas facil
su identificacion;® ademas, la presencia de ciertas
estructuras, asi como su reaccion a determinadas
técnicas, nos permite clasificar a las bacterias. Asi
pues, los colorantes tienen las siguientes funciones:

1. Permiten hacer visibles a los objetos microscopicos
y transparentes.

2. Revelan su forma y tamafo.

3. Muestran la presencia de estructuras. internas y
externas.

4. Producen reacciones quimicas especificas.

Las tinciones se pueden clasificar como simples
cuando toda la muestra se tifie del mismo color y se
utiliza un solo colorante (azul de lactofenol o tinta
china); tincion diferencial, cuando se visualiza mas
de un color porque se utiliza mas de un colorante
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(Gram o Ziehl-Neelsen); tincion especifica, cuando
se utilizan anticuerpos marcados con una molécula
fluorescente para identificar una estructura celular en
particular (inmunocitoquimico).2” El control de calidad
de los métodos tintoriales es importante, ya que asi se
asegura que la preparacion de la muestra haya sido
adecuada, por lo que se recomienda realizar al mismo
tiempo de la evaluacién de la muestra clinica, la tincion
de un agente infeccioso ya identificado mediante esa
tincion, el cual funcionara como un control positivo.

Algunas técnicas tintoriales como Gram o Ziehl-
Neelsen requieren antes de su proceso la fijaciéon de
las muestras, con la finalidad de preservar la arqui-
tectura 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 humedo, ultrasonido y
microondas, mientras que los procesos de fijacion
quimicos se pueden clasificar como oxidantes y re-
ductores, de acuerdo con sus propiedades quimicas.
Entre los agentes quimicos oxidantes se encuentran:
6xido crémico, acido acético, acido picrico, acetona,
dicromato de potasio. Los agentes quimicos reducto-
res son: formaldehido, glutaraldehido, etanol, metanol,
paraldehido, etcétera.®

Quiza el método fisico con mayor utilizaciéon en
microbiologia es el calor seco, que consiste en expo-
ner directamente la laminilla a la flama del mechero,
con esto se logra detener los procesos vitales de las
células y los microorganismos. Sin embargo, la so-
breexposicion, o la exposicion en una zona incorrecta
de la flama (zona fria, zona caliente y zona de fusion)
repercutira en el efecto deseado; es muy comun pro-
vocar alteraciones morfologicas y destruccion celular.
Este método preserva el extendido por poco tiempo,
por lo que se recomienda utilizar un método quimico,
que precipite proteinas, antes de tefir.

Los métodos quimicos ofrecen mejores resultados
para la fijacion, ya que son liquidos con potencial alto
de difusion intracelular y detienen procesos enzima-
ticos que provocan autolisis. Los reactivos poseen
la capacidad de interactuar con biomoléculas como
proteinas, glicoproteinas, peptidoglicanos, lipidos,
glicolipidos, lipoproteinas, pigmentos, acidos péc-
ticos 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
sobrecoloracién. El metanol tiene un potencial reduc-
tor mayor que el etanol. La concentracion ideal es >
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99%. El metanol preserva la integridad de los acidos
nucleicos, por lo que también es ideal para inmuno-
histoquimica e hibridacion in situ.®8*

A continuacién se mencionaran las principales téc-
nicas de tincion utilizadas en microbiologia, asi como
su fundamento e interpretacion para realizar la correcta
identificacion de los microorganismos.

Tincion de Gram

Esta tincién es un procedimiento de gran utilidad
empleado en los laboratorios donde se manejan
pruebas microbioldgicas. Es definida como una tincion
diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica a
las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram
negativas y bacterias Gram positivas.’® Fue desarro-
llada por el cientifico danés Hans Christian Gram en
1884; hoy en dia, sigue siendo una de las tinciones
mas utilizadas universalmente debido a lo econdmico,
sencillo y eficaz que resulta.’ En microbiologia clinica
resulta de gran utilidad, ya que a partir de muestras
clinicas directas provenientes de sitios estériles se
puede saber de manera rapida las caracteristicas de
la muestra y hacer una diferencia de los potenciales
microorganismos causantes de una infeccion.” 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 mi-
croorganismo. La pared celular de las bacterias Gram
negativas esta constituida por una capa fina de pepti-
doglicano y una membrana celular externa, mientras
que las bacterias Gram positivas poseen una pared
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celular gruesa constituida por peptidoglicano, pero no
cuentan con membrana celular externa; asi pues, la
composicion quimica y el contenido de peptidoglicano
en la pared celular de las bacterias Gram negativas y
Gram positivas explica y determina las caracteristicas
tintoriales (Figura 1)."*' La tincién de Gram se basa
en colocar como colorante primario cristal violeta, el
cual tiene afinidad con el peptidoglicano de la pared
bacteriana. Posteriormente, se coloca lugol, el cual
sirve como mordiente e impide la salida del cristal
violeta por la formacion de un complejo cristal violeta-
yodo que satura los espacios del peptidoglicano de
la pared bacteriana. En seguida, se coloca una mez-
cla de alcohol-acetona, la cual deshidrata la pared
bacteriana y cierra los poros de la misma, también
destruye la membrana externa de las bacterias Gram
negativas debido a que ésta es soluble a la accién
de solventes organicos, como la mezcla de alcohol-
acetona. Las bacterias Gram positivas, al contener una
gran cantidad de peptidoglicano, retienen con mayor
fuerza este complejo, mientras que las Gram negati-
vas no lo pueden retener por tener menos cantidad
de peptidoglicano. Por ultimo, se coloca safranina,
la cual funciona como un colorante secundario o de
contratincion y sirve para tefiir las bacterias que no
pudieron retener el complejo cristal violeta-yodo.'® Hay
bacterias de un mismo género que pueden observarse
en la misma muestra como Gram positivas y como
Gram negativas, a este evento se le llama tincion
Gram variable secundaria a alteracion en nutrientes,
temperatura, pH o concentracion de electrolitos.'” No
todas las bacterias se pueden tedir por esta técnica,

Bacteria Gram positiva

Figura 1. Esquema de las diferencias estructurales entre bacterias Gram negativas y Gram positivas.
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ya que carecen de pared celular (micoplasma) o su
pared celular tiene una composicién quimica diferente
(micobacterias, que cuentan con una gran cantidad de
acidos micdlicos).'®'® Las muestras Utiles para su uso
son liquidos estériles, biopsias para cultivo, abscesos,
hisopados, crecimiento de colonias aisladas en medios
de cultivo. Las bacterias Gram positivas se observan
de color azul obscuro a morado, mientras que las Gram
negativas se observan de color rosa a rojo (Figura 2).

Tincién de Wright

La tincion de Wright es una técnica que se emplea
generalmente para la diferenciacion de elementos ce-
lulares de la sangre y es clasificada como una tincion
policromatica, dado que puede tefiir compuestos acidos
0 basicos presentes en una célula.?’ Fue desarrollada
por el patélogo James Homer Wright en 1902 a partir
de la modificacion de la ya existente tincion de Roma-
nowsky, utilizada para diferenciar elementos formes
de la sangre.?' Esta tincién 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 que tiene afinidad por componentes alcalinos.
Existen dos compuestos conocidos como eosina'y que
estan intrinsecamente relacionados: eosina Y, conocida
también como tetrabromofluoresceina —o, cominmen-
te, eosina amarilla—, y la eosina B, conocida como
dibromodinitrofluoresceina o eritrosina B azulada.?*2!
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
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Figura 2.

Fotomicrografia don-
de se observan bac-
terias Gram negativas
en cultivo directo
(izquierda) y Gram
positivas en hemo-
cultivo (derecha) (au-
mento 100x).
Imagen en color en:
www.medigraphic.
com/rid

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 estd basada en
su polaridad negativa, lo que le permite enlazarse con
constituyentes celulares de carga positiva; por esta
razon, colorea componentes citoplasmaticos y se les
conoce como aciddfilos. La tonalidad resultante de la
tincion con eosina es rosada-anaranjada para citoplas-
mas, y rojo intenso en el caso de los eritrocitos.?"?° 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 inten-
sidad de la coloracién depende del contenido de azur
B y de la relacién 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 tincion se funda-

. 0
..... 00
2.8, &0 0t

Figura 3. Fotomicrografia detrofozoitos jévenes de Plas-
modium vivax observados mediante la tincion de Wright
(aumento 100x).

Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid
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menta 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 colo-
res 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.
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 mexica-
na), Trypanosoma cruzii, y en la busqueda intencionada
de filarias (Figura 3). En micologia esta tincion es de
gran ayuda en la busqueda de Histoplasma capsulatum
(hongo dimdrfico) en extendidos de médula dsea.

Tincion de Ziehl-Neelsen

La tincion de Ziehl-Neelsen es la técnica comunmente
usada en el diagnéstico rutinario de tuberculosis.?223
Es una técnica rapida, facil y de bajo costo,? lo que
permite que se pueda realizar en casi cualquier labo-
ratorio clinico. Esta tincion permite diferenciar a las
bacterias en dos grupos: aquellos que son capaces
de resistir la decoloracion con alcohol-acido y aquellos
que no lo son.? La sensibilidad de esta tincion para
identificar bacilos acido-alcohol resistentes es del 74%
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Figura 4. Representacién esquematica de la composi-
cion de la pared celular de las micobacterias.

y la especificidad del 98%,%® teniendo un limite de
deteccion de 5,000-10,000 bacilos/mL de muestra.?”
El agente etiologico de la tuberculosis fue descrito por
Heinrich Hermann Robert Koch, quien, basandose en
las caracteristicas de las micobacterias, desarrollo
una de las primeras tinciones utilizando azul de meti-
leno seguido de la tincion de Bismarck. Sin embargo,
fueron los trabajos de Paul Ehrlich los que definieron
la resistencia a la decoloracién 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 inico miem-
bro en la familia Mycobacteriaceae y esta relacionado
con otros géneros que contienen acidos micdlicos

Cuadro I. Evaluacién y reporte de las laminillas

tenidas por Ziehl-Neelsen.

Reporte Nimero de bacilos dcido-alcohol

resistentes tenidos por Ziehl-Neelsen.
Objetivo de inmersién (100X)

Negativo 0

Dudoso/ 1-2/300 (3 barridos) C*

repetir

1+ 1-9/100 C* (1 barrido)

2+ 1-9/10 C*

3+ 1-9/C*

A+ > 9/C?

C* = campos del microscopio
Barrido.- Se refiere las observaciones de la laminilla

1
Vi SR
4 &

Figura 5. Fotomicrografia de una muestra de expectora-
cion donde se observan los bacilos de color rojo fucsia
(Mycobacterium spp)(@umento 100x).

Imagen en color en: www.medigraphic.com/rid
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(Gordonia, Tsukamurella'y Rhodococcus), los cuales
también pueden ser tefidos con esta tincion.202%28 | g
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. La pared celular esta com-
puesta por acido mesodiaminopimélico, alanina, acido
glutdmico, glucosamida, acido muramico, arabinosa y
galactosa (Figura 4). Los acidos micélicos (70-90 nu-
mero de atomos de carbono) junto con lipidos libres (e;.
trealosa-6,6 -dimicolato) proveen a la célula de una ba-
rrera hidrofébica. Otros acidos grasos importantes son:
ceras, fosfolipidos, acidos micoseéricos y phtienoico.®

La tincidn se basa en colocar carbol-fucsina y calen-
tar 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 presen-
tes en la pared. Al enfriar con agua, los componentes
de la pared vuelven a solidificar, resistiendo la accion
abrasiva del alcohol-acido, y el azul de metileno se
utiliza como contratincion (Figura 5)."® 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 aquélla 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 al cuadro |.

Tincion negativa
La tincién negativa fue desarrollada originalmente para

microscopia de luz con el fin de rodear y delinear las
bacterias no tenidas u otros materiales bioldgicos.®
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Utilizamos diferentes métodos de tincion negativa para
evaluar estructuras individuales, tan pequefias como
las vesiculas sinapticas e incluso de gran tamafo,
como los microorganismos unicelulares. Este método
es muy util, aunque esta limitado por la presencia de
un fondo oscuro que no permitird la correcta identifi-
cacion de forma nitida y detallada de los componentes
de dichas estructuras.?® En microbiologia, la tincion
negativa proporciona un resultado presuntivo de la
presencia de Cryptococcus neoformans, microor-
ganismo causante de meningitis en pacientes con
inmunosupresion, siendo la técnica mas utilizada
para poner de manifiesto su capsula. 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 gemacion y puede ser visualizada por medio de
la tinta china.?®*3! El principio es simple, ya que sdélo
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 fijacién, algunas estructuras difundiran el colo-
rante 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 capsula del C. neoformans permanece sin tefir.
La principal dificultad con la tincidon negativa es que
los microorganismos tienden a contraerse durante el
periodo de secado;® para evitarlo, se ha optado por
usar la tinciéon negativa humeda, en la cual los orga-
nismos 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 o0 material costoso para su realiza-
cion.3' Pueden producirse falsos positivos en presencia

Figura 6.

Preparacién de
Cryptococcus neo-
formans en tinta chi-
na que revela la lla-
mativa cdpsula que
circunda a las leva-
duras de gemacion
(aumento 40x).
Imagen en color en:
www.medigraphic.
com/rid
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de levaduras de los géneros Rhodotorula, Candiday
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 diagndstico inicial con
cultivo.®® En los pacientes con diagnostico previo de
criptococosis que se encuentren bajo tratamiento,
es probable que la capsula no se observe, ya que el
tratamiento antifungico esta dirigido hacia ésta; sin em-
bargo, pueden observarse estructuras levaduriformes.
Ademas de proporcionar informacion temprana sobre
un microorganismo patdgeno y propiciar asi el inicio
del tratamiento adecuado, se considera un examen
util para la monitorizacion del tratamiento y pronds-
tico de los pacientes.® Se 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 aclaramien-
to que pudiera confundir al realizar la revisién de las
laminillas. Durante el procedimiento de la tincion se
deben tener precauciones, por lo que se debe realizar
en una campana de bioseguridad 2A. La muestra mas
util para su aplicacion es el liquido cefaloraquideo, por
la predisposicion que tiene este hongo en los pacientes
inmunosuprimidos para infectar el sistema nervioso
central. La capsula aparece como un halo claro y ni-
tido en torno a una levadura redonda, delimitada por
las particulas de carbdn en suspension coloidal de la
tinta china, exhibiendo un nitido contraste (Figura 6).

Tincién de azul algodén de lactofenol

El examen microscopico es de gran importancia en mi-
cologia 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 diagndstico
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 tincion entre la pared y el citoplasma de
las células fungicas.®' La tincion de azul algoddn de
lactofenol no es considerada una tincion diferencial, sin
embargo, posee caracteristicas tintoriales que permi-
ten observar cada uno de los componentes fungicos y
apreciar facilmente las estructuras para una adecuada
identificacion. El fenol inactiva las enzimas liticas de
la célula e impide que ésta se rompa; de igual forma,
destruye la flora acompafante e inactiva a la célula,
quitandole el grado de patogenicidad; ademas, actua

como mordiente cuando se usa en combinacion con
colorantes. El &cido lactico preserva las estructuras
fungicas al provocar un cambio de gradiente osmoti-
co 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.?®3! Una vez preparado el colo-
rante, se debe colocar la muestra microbioldgica en un
portaobjetos por medio de una impronta (proceso en el
cual se coloca una impresion de la muestra sobre una
estructura utilizando una cinta adhesiva transparente).

Preparacion de la impronta

1. Colocar el material necesario en la campana de
seguridad tipo 2A.

2. Seleccionar las colonias para realizar las improntas.

3. Cortar segmentos de cinta adhesiva transparente
aproximadamente de 1 cm2.

. Pegar los segmentos de cinta en un asa micologica.

. Poner una gota de azul de algoddn en el portaobjetos.

. Con el lado adhesivo de la cinta, tocar la parte
superior de hongo.

7. Colocar la cinta sobre la gota de azul de algodén 'y
poner otra gota de azul de algodon.

. Poner un cubreobjetos sobre la preparacion.

. Observar en 40x.
Ver Figura 7.
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Figura 7. Representacion esquematica de la prepara-
cion de la impronta para la observacién de hongos fila-
mentosos (paso 3 a 9).
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La manipulacién de los hongos filamentosos siempre
debe llevarse a cabo en una campana de seguridad tipo
2A, ya que la mayoria de éstos son patégenos, y realizar
una técnica inadecuada puede poner en riesgo al per-
sonal. Cuando se identifique la presencia de un hongo
filamentoso, se sugiere realizar el pase a una placa en
medio dextrosa Sabouraud, para poder realizar una
mejor manipulacion e identificar con mayor facilidad las
caracteristicas macroscopicas, tanto en la parte anterior
como posterior de la placa. Se debe realizar la impronta
con cuidado de no oprimir demasiado las estructuras, ya
que se pueden dafar. Una vez hecha se debe realizar
su pronta lectura, ya que en muchos casos la forma-
cién de esporas o conidias es muy importante para la
identificacién, y en ocasiones es dificil la observacion
en cultivos viejos o demasiados jovenes. En algunas
ocasiones solo se llegan a observar hifas sin lograr definir
otras estructuras (cultivos jévenes, se observan micelios
infértiles), por lo que se recomienda someter al hongo a
condiciones donde no se favorezca su crecimiento, como
por ejemplo, el uso por corto tiempo de luz UV (para
hongos productores de pigmento) o la siembra en medios
con pocos nutrientes, como agar-agua, agar dextrosa-
papa, agar hojuelas de maiz (cornmeal, en inglés), e
incluso utilizar un soporte de celulosa, como papel filtro
estéril, esto favorece la conidiacion y esporulacion. Es de
suma importancia apoyarse de un atlas micoldgico para
la interpretacion microscopica. Muestras Utiles para su
uso son los hongos filamentosos aislados en medios de
cultivo. Las estructuras flngicas se observaran de color
azul sobre un fondo blanco (Figura 8).

Conclusiones
Las tinciones utilizadas en el laboratorio de microbio-

logia permiten el diagndstico oportuno y sugerente de
los agentes infecciosos, por lo que juegan un papel
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Figura 8.

Fotomicrografia de
hongos filamentosos
con el método de
azul algodén de lac-
tofenol. Exserohilum
sp. (izquierda); Mu-
cor spp. (derecha)
(aumento 40x).
Imagen en color en:
www.medigraphic.
com/rid

importante en la decision del tratamiento inicial de las
enfermedades infecciosas. Se debe practicar la tincion
adecuada de acuerdo con el agente infeccioso en sos-
pecha y el tipo de muestra clinica. Las tinciones son
herramientas elementales, vigentes y de uso universal
que coadyuvan al diagndstico microbioldgico.
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