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Las tinciones son las primeras herramientas que se utiliza en el laboratorio para
el diagnostico de las enfermedades infecciosas. Desde hace mas de un sigo
han ayudado a resolver 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 basica en la valoracion inicial de
muestras para andalisis bacteriolégico, mientras que la tincién de Wright se ocupa
para el diagnostico 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
cronicas como la tuberculosis o la actinomicosis, o la tincion de azul de
lactofenol, que preserva e identifica a los componentes estructurales de los

hongos.

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: colorantes
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 estd constituido de un componente
cromoforo y un auxécromo. ElI cromoforo es todo grupo aislado, covalente e
insaturado, que tiene una absorcidn caracteristica en la region ultravioleta o
visible; dicho de otra forma, es la capacidad que tiene la molécula para que sus
electrones absorban 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, 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 (Gram o Ziehl-Neelsen); tincién especifica, cuando

se utilizan anticuerpos marcados con una molécula fluorescente para identificar



una estructura celular en particular (inmunocitoquimico). Algunas técnicas
tintoriales como Gram o Ziehl-Neelsen requieren antes de su proceso la fijacion
de las muestras, con la finalidad de preservar la arquitectura estructural y
quimica de las células. Quiza el método fisico con mayor utilizacion en
microbiologia es el calor seco, que consiste en exponer 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 sobreexposicion, o la exposicion
en una zona incorrecta de la flama (zona fria, zona caliente y zona de fusion)
repercutiran 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 quimico, que precipite
proteinas, antes de tefiir Los métodos quimicos ofrecen mejores resultados para
la fijacion, ya que son liquidos 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. La concentracion ideal es 99%. El metanol preserva la
integridad de los acidos nucleicos, por lo que también es ideal para

inmunohistoquimica e hibridacion.

Tincién de Gram: Esta tincion 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
desarrollada por el cientifico danés Hans Christian Gram en 1884; hoy en dia,
sigue siendo una de las tinciones mas utilizadas universalmente debidas a lo
econdmico, sencillas y eficaz que resulta. Los principios de la tincibn 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 negativas esta constituida por una capa fi na de
peptidoglicano y una membrana celular externa, mientras que las bacterias
Gram positivas poseen una pared celular gruesa constituida por peptidoglicano,
pero no cuentan con membrana celular externa; asi pues, la composicion
qguimica y el contenido de peptidoglicano en la pared celular de las bacterias
Gram negativas y Gram positivas explica y determina las caracteristicas

tintoriales

Tincion de Wright: La tincibn de Wright es una técnica que se emplea
generalmente para la diferenciacion de elementos celulares de la sangre y es
clasificada como una tincién poli cromatica, dado que puede tefiir compuestos
acidos o bésicos presentes en una célula. Fue desarrollada por el patdlogo
James Homer Wright en 1902 a partir de la modificacion de la ya existente
tincibn de Romanowsky, utilizada para diferenciar elementos formes de la
sangre. 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, comunmente, 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, lo que le permite enlazarse con constituyentes
celulares de carga positiva; por esta razon, colorea componentes
citoplasmaticos y se les conoce como acidéfilos. La tonalidad resultante de la
tincion con eosina es rosada-anaranjada para citoplasmas, y rojo intenso en el

caso de los eritrocitos.



Tincion de Ziehl-Neelsen: La tincion de Ziehl-Neelsen es la técnica comunmente
usada en el diagnostico rutinario de tuberculosis. Es una técnica rapida, facil y
de bajo costo, lo que permite que se pueda realizar en casi cualquier laboratorio
clinico. Esta tincién permite diferenciar a las bacterias en dos grupos: aquellos
gue son capaces de resistir la decoloracion con alcohol-acido y aquellos que no
lo son y la especificidad del 98%, teniendo un limite de deteccién de 5,000-
10,000 bacilos/ml de muestra. El agente etioldgico de la tuberculosis fue descrito
por Heinrich Hermann Robert Koch, quien, basandose en las caracteristicas de
las micobacterias, desarroll6 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 dltimas modificaciones a la tincion fueron realizadas por los cientificos
alemanes Franz Ziehl y Karl Adolf Neelsen La tincion 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 cidos micélicos presentes
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.



