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RESUMEN

Introduccion: Los hongos son en general relativamente grandes vy
morfoldgicamente diversos, y pueden presentarse en los tejidos en diversas
formas: como hifas, esporas, levaduras, endosporas, o una combinacion de
estas formas.1La tincidn de Grocott es probablemente la mas conocida para
la tincidn de organismos micoticos, Particularmente util en el estudio de
efusiones pleurales.

Objetivo: Demostrar la importancia del bloque celular y el método de
Grocott en el estudio de la efusién pleural.

Material y Método: Utilizamos 20 ml de liquido Pleural, centrifugamos
durante 15 minutos a 1500 RPM, colocamos el sedimento en papel de filtro
dentro de una capsulas o rejilla, lo fijamos en formol al 10% por 6 horas,
procesandolo de manera rutinaria en los laboratorios de Anatomia,
posteriormente se realiza la coloracién por método de GROCOTT.

Resultados: Elementos Fungicos color negro, Fondo color verde.
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Conclusiones: La combinacidon de las técnicas de GROCOTT Y Bloques
Celulares constituye un método factible para el estudio de las micosis en
efusiones pleurales. El bloque celular aumenta el rendimiento del material a
estudiar ya que pueden archivarse para utilizar con fines docentes e
investigativos.

Palabras claves: Grocott, Bloque Celular, Elementos Fungicos

INTRODUCCION

Los hongos son en general relativamente grandes y morfolégicamente
diversos, y pueden presentarse en los tejidos en diversas formas: como hifas,
esporas, levaduras, endosporas, o una combinacién de estas formas.(1)La
tincion de Grocott es probablemente la mas conocida para la tincion de
organismos micéticos, Particularmente Uutil en el estudio de efusiones
pleurales, aspirados bronquiales, esputos inducidos y biopsias pulmonares
utilizados para identificar hongos de tipo Pneumocystis Carinii u otros tipos
de hongos que son oportunistas como aspergillus presentes en la etiologia de
las neumonias.(2.3)

Las paredes celulares de los hongos son ricas en polisacaridos que se oxidan,
al ponerse en contacto con el &cido cromico, se convierten en aldehidos. Estos
grupos aldehidos reducen iones de la solucién de Plata metenamina a plata
metalica confiriéndole a la pared fungica un color café-negro-grisaceo, el
color esta dado por el depésito de plata reducida en el sitio en que se localizan
los aldehidos. La intensidad de la coloracidon obtenida con estas técnicas
depende basicamente, de la cantidad de aldehidos presentes en la pared de
los hongos. (3-5) El BC Consiste en la preparacion de material citoldgico
concentrado (sedimento, coagulos, fragmentos de tejido flotantes) en
bloques de parafina para un uso diagndstico similar a la histologia.

Se puede aplicar a una gran variedad de muestras citoldgicas, en efusiones
pleurales aumenta su rentabilidad. (6)

OBJETIVO

Demostrar la importancia del método de Grocott y el bloque celular para
evidenciar presencia de micosis en efusiones pleurales.

MATERIAL Y METODO

Para realizar el bloque celular (BC) utilizamos 20 ml de liquido Pleural,
recibidos en el Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital General
Docente Comandante Pinares para estudios citoldgico, centrifugamos durante
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15 minutos a 1500 RPM, colocamos el sedimento en papel de filtro dentro
de una capsulas o rejilla, lo fijamos en formol al 10% por 6 horas, para ser
insertados en el procesador automatico de tejidos, el cual realiz6 de manera
automatica los sucesivos cambios de liquidos. Se deshidratd en alcoholes de
gradacién creciente, se aclard, o desalcoholizd en Xilol e infiltré en parafina
liguida, una vez terminado el proceso realizamos inclusidon en parafina con
ayuda de un dispensador y cortes histoldgicos seriados de cuatro a cinco
micra de espesor en el micrétomo vertical o rotatorio, colocamos el corte en
una lamina porta objeto, iniciamos la desparafinacion en la estufa por espacio
de 60 minutos. Utilizamos una lamina de un caso con diagndstico positivo
evidenciado por el servicio de Microbiologia del mismo Hospital, como lamina
control.

Método de Coloracion de Grocott.
Procedimiento:
1. Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

2. Agregar Acido peryddico al 1% por 10 minutos.
3. Lavar con agua destilada.

4. En un recipiente limpio agregar la Solucién de Trabajo, colocar la lamina
dentro y dejar en estufa por 50 minutos.

5. Retirar y revisar la muestra, si falta intensidad en la reaccién colocar por
5 minutos mas.

6. Lavar con agua destilada.

7. Agregar Cloruro de oro hasta retirar el excedente y el fondo de la muestra
este limpio.

8. Agregar Tiosulfato de Sodio al 5% por 2 minutos aproximadamente.
Revisar la muestra al microscopio.

9. Agregar Light Green por 30 segundos a 1 minuto.

10. Deshidratar en alcoholes Ascendentes
11. Aclarar en tres pasos de Xilol.
12. Montar con Resina adecuada.

Resultados
e Elementos fungicos. Color negro

e Fondo de muestra. Color verde
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RESULTADOS

La micosis es el agente etioldgico causante de ciertas patologias, que pueden
causar infecciones persistentes en el tracto respiratorio. Se han realizado
varias investigaciones en relacion a su diagndstico histopatoldgico en las que
se han empleado métodos de coloraciones diferentes basandose en la
identificacion de los microorganismos con apropiada morfologia(6) el método
GROTT, mediante el mecanismo de oxidacion -reduccion favorece el depdsito
de plata reducida en las parees de los elementos fungicos confiriéndoles
grosor y un color Negro, que contrasta con un fondo de color verde,
evidenciando inequivocamente su presencia en los extendidos.(2,3,8.10)

El bloque celular conserva el material intacto ya que se obtiene bloques en
parafina de facil manejo, dureza homogénea, plasticidad y consistencia que
permite realizar cortes muy delgados con una minima modificacién de la
morfologia celular.(6)

CONCLUSIONES

e La combinacion de las técnicas de GROCOTT Y Bloques Celulares
constituye un método factible para el estudio de las micosis en
efusiones pleurales.

e El bloque celular aumenta el rendimiento del material a estudiar ya que
pueden archivarse para utilizar con fines docentes e investigativos.
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ANEXO

PREPARAR SOLUCIONES.

Soluciones.
> Acido Peryddico al 1%

- Acido Peryddico 1gr

- Agua destilada 100 ml

» Metanamina al 3%

- Metanamina 3gr

- Agua destilada 100 ml

> Nitrato de plata al 10%
- Nitrato de plata 10 gr

- Agua destilada 100 ml

> Borax al 5%

- Borax 5gr

- Agua destilada 100 ml

» Cloruro de Oro al 1%
- Solucion Matriz al 1% ampolla de 1mL en 99mL de agua
destilada.

Nota. Para romper la ampolla de cloruro de oro, primero serruche
superficialmente usando un marcador con punta diamante, luego coloque la
ampolla en una botella grande que tenga un tapdn de vidrio. Ahada la mitad
del agua (aproximadamente asegure bien el tapdn, y agite vigorosamente.

Tan pronto la ampolla se rompa dentro de la botella, afiada los otros 54 ml
de agua destilada. Filtre.

- Al0.1% 10mL de solucion matriz de Cloruro de
Oro al 1% y 90 ml de agua destilada.
- Al 0.2% 20mL de solucion matriz de Cloruro de

Oro al 1% y 80 ml de agua destilada.
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> Tiosulfato de Sodio al 5%
- Tiosulfato de Sodio 5gr

- Agua destilada 100 ml

» Light Green al 0.4%

- Solucion Matriz 0.4 gr de light Green. SF amarillento en 100mL
de agua destilada.
- Solucion diaria 10 ml de la solucidn matriz de light verde en

50 ml de agua destilada
> Solucién de Trabajo GROCOTT: Vf=26 ml

En un tubo cénico limpio agregar las siguientes soluciones:
- Metanamina al 3% 12.5 ml

- Nitrato de plata al 10% 0.5 ml

Retirar 0.5 ml y descartar, agregar las siguientes soluciones:
- Agua destilada 12.5 ml

- Boérax al 5% 1 ml




