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Optimizacion de la tincion de gram para su aplicacion en tejidos
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Introduccion

La tincién de Gram es una de las técnicas mas utilizadas para el
diagnéstico microbioldgico. Su capacidad para evidenciar la
morfologia bacteriana y distinguir entre bacterias grampositivas y
gramnegativas, la convierten en una gran herramienta para la
deteccion de presuntos agentes patogenos, desarrollo de un
diagnostico inicial y abordaje terapéutico preliminar [1-3]. En la
préactica clinica, pueden surgir situaciones en las que el
establecimiento de la etiologia de determinadas infecciones
bacterianas se encuentre limitado a hallazgos histopatologicos [4].
A pesar de que la tincién de Gram convencional funciona muy
bien para identificar bacterias en extendidos de muestras liquidas,
su aplicacion a secciones tisulares no es apropiada, ya que debido
a la utilizacion de solventes como etanol y xilol, después de
cualquier tincién y previo al montaje de las laminillas, tanto el
tejido de las biopsias como las bacterias palidecen, y se hace dificil
la observacion en detalle del tejido y la determinacion del gram de
las bacterias.

Se han desarrollado tinciones de Gram modificadas, las cuales
varian en el decolorante y la contratincion que utilizan. Entre ellas
se encuentra la técnica de Brown-Hopps, en la cual las bacterias
grampositivas se tifien de color azul y las bacterias gramnegativas
de color rojo purpura, en un fondo tisular amarillo, siendo esto
ultimo lo que permite resaltar la presencia de las bacterias, pero se
pierde el detalle del tejido [5].

Nuestro objetivo fue optimizar la tincion de Gram para su
aplicacion en tejidos incrementando la posibilidad de observar el
patron histopatoldgico subyacente a la enfermedad.

Metodologia

Se utilizaron cortes seriados de biopsias de rifion y piel de
pacientes previamente diagnosticados histopatoldgicamente con
pielonefritis o micetoma, respectivamente. Estas secciones fueron
desparafinizadas en xilol e hidratadas. Se aplicaron los reactivos
de la tincibn de Gram. Posteriormente, las secciones se
sumergieron en agua de la llave de 5 minutos a tres horas
(dependiendo del tejido) con el fin de liberar el exceso de
colorante. Por Ultimo, las secciones se deshidrataron utilizando
butanol en lugar de etanol, o bien fueron secadas al aire, y
finalmente se montaron. Con el fin de comparar los resultados
obtenidos con la tincién de Gram optimizada, también se realizé
la tincion de Brown-Hopps en los cortes seriados descritos
anteriormente. Se utilizé un microscopio de campo claro que tiene
acoplada una camara. Se capturaron imagenes de alta resolucion a
color de las secciones en un aumento total de 400x y 1000x.

Resultados y discusion

En las secciones de pielonefritis y micetoma que fueron
sumergidas en agua durante 5 minutos y tres horas,
respectivamente, tras haber sido tefiidas con la técnica de Gram,
fue posible observar la liberacion gradual del exceso de colorante
captado por el tejido, lo cual, aunado a nuestro método de
deshidrataciéon, mejor6 el contraste y permiti6 detectar las
bacterias y apreciar con mas detalle la morfologia tisular.

La morfologia tisular se distingue mas con la técnica de Gram
optimizada y es posible detectar bacterias més eficientemente que
con la tincién de Brown-Hopps. Es interesante apreciar que
muchas de las mejoras en las técnicas experimentales provienen,
como en este caso, de cambios que aparentan ser sencillos o hasta
obvios. Por ejemplo, Becerra y colaboradores modificaron la
tincion de Gram convencional simplemente al afiadir alcohol
azafranado al momento de deshidratar el tejido tras tefiirlo con la
técnica de Gram tradicional, favoreciendo considerablemente la
deteccion bacteriana (aunque el fondo seguia siendo amarillo) [6].

Una desventaja de la tincion de Gram optimizada es el tiempo
que se invierte al sumergir las secciones tisulares en agua. Sin
embargo, en nuestra experiencia, el tiempo maximo invertido en
este paso fue de tres horas, pudiendo ser tan breve como de 5
minutos. A pesar de ello, consideramos que nuestra técnica tiene
potencial, ya que actualmente los patélogos siguen empleando la
tincion de H y E para la deteccion de bacterias. Su interpretacion
en tejidos con tal fin puede ser subjetiva y llevar a diagnosticos no
concluyentes o incorrectos, en cuanto a la presencia o ausencia de
los microorganismos [6].

Conclusiones

La tincién de Gram optimizada en este trabajo permite la
deteccion oportuna de bacterias grampositivas y gramnegativas en
tejidos, asi como la apreciacién de la morfologia tisular. Por lo
tanto, podria ser de gran apoyo en el entorno clinico para el
anatomo-pat6logo en el diagndstico de infecciones por este tipo de
agentes.
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