Universidad de Guadalajara some
’ SEUSHDE CIERTIRG
gl&cult%h de  Medicina  Weterirunin y  Zooteen

Histandarizacidn y Aplicacisn de Algunas Thenicas
Taperiales de Tincidn Come Auxiliaves
de Biagndstico en el Laboratorio de Patologia.

@esis Profesional

para obtener ef Titulo de:

Meédico Weterinuario Znotecnists

Presenta:

Jorge Alberto Alba  Mufio:

v S _ @Buadalujara, Fal., FHebrera dc 1988,

JHUINA Ok
vV QIFDITIFIDY




INDTICE

PAG.
INTRODUCCION ittt ittt et e ettt e e e e e e e e 1
OBIETIVOS ittt e e e e e e 20
MATERIAL Y METODOS . ¢ttt ittt et ettt et e ee e eeeee e, 21
RESULTADOS ....... e e 28
DISQUSIQN .. B 38
CONCLUSIONES  wttoeeeeeteee et e ee e e oo 43
SUMARTO S S PP e 44

BIBLIOGRAFIA ¢ttt ittt te et et e e i, 45



INTRODUCCION -1 -

La anatomia patoldgica recibid un impulso muy impor
tante con laaparicidén del microscopio, yé que se tuvo asi la
posibilidad de poder observar la constitucién fina de los te-
jidos y O6rganos. Antony Van Leeuwenhock fue el primero en des
cubrir el movimiento de la sangre, los eritrogitos;las fibras
musculares y los espermatozoides, llaméndésele por ésto Padre‘
de la Anatomia Microscépica (14).Afilos mds adelante (1771-1802)
un catedratico francés de nombre Marie Francois Xavier Bichat
(Anatomista y Fisidlogo), fue el primero en trasladar al teji
do la localizacidn de todas las enfermedades sin llegar toda-
via a la célula. Y no fue hasta 1881-1902 cuando Rudolf Vir--
chow dio un avance importante dentro de la énatomia patoldo- -
gica yé que buscd las causas y procesoé patoldgicos en la uni
dad viva, que conocia.él entonces: la célula. La patologia ce
~lular significé una liberacidn del encierro en que-se encon--
traba la filosofia natural y el vitalismo. A fines del siglo
XIX, Wilhelm Schiitz, discipulo de Virchow, comenzd a orientar
y a organizar la anatomia patoldgica a la medicina veterina--
ria de acuerdo con-principios cientificos, fue el que introdu
jo la histopatologia como base auxiliar imprescindible en la
ensefianza, en la investigacidén, y en el diagndéstico de las en

fermedades de los animales ,domésticos (14),(21).
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En la medicina veterinéria moderna el valor de 1las
pruebas del laboratorio resulta un auxiliar importante para -
el diagndstico definitivo de algunas enfermedades, qué inclu-
so adquieren mayor importancia, cuando los resultados se diri
gen a alguna afeccidén en especial. Asi es un hecho que lés -=
progresos en diagndstico dentro de la medicina veterinaria, -
posiblemente dependa por lo menos en buena parte, del uso de
nuevos métodos de laboratorios. Uno de los principales mé- -
todos de laboratorio que resulta eficaz para llegar a un diag
ndéstico preciso, es la Histopatologia, dicho método se basa -
en la obsefvacién de las lesiones de tejidos alterados por'al

gin proceso morboso, desde el punto de vista microscdépico.

En la agtualidad es'muy importante recurrir a la --
histopatologia como medio auxiliar del diagndstico ya que - -
existen numerosas enfermedades que nb pueden diagnosticarse -
con seqguridad sdélo por medio de -la interpretacidén de la histo
ria clinica o de las lesiones macroscdépicas observadas a la -
necropsia, sino que en ocasiones es necesario conjuntar todo

esto con un estudio histopatoldgico.

En el laboratorio de Patologia de la Facultad de Me
dicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Guadalaja

ra, la técnica de tincidn que usualmente se utiliza, es la de



Hematoxilina y Eosina. Los tejidos tefiidos con esta técnica,
se les alcanza a observar microscépicamente{la localizacion,
la forma y aérupamiento de sus células (su arquitectura celu-
lar), asi como la determinacidn de algunas alteraciones pato-
16gicas no especificas que se pueden presentar en un sinni- -
mero de afecciones y ésto nos puede confundir el diagndstico

final.

Es por eso que se plantea la aplicacidén de técnicas
especiales en el uso cotidiano del laboratorio para que se --

realicen los diagndsticos mas precisos y especificos.

Las técnicas que se proponen son:
A) METODO DE SUDAN IV: Técnica de tincidn para la -

decerminacidén de grasas neutras.
B) METODO METACROMATICO DE KELLY: Técnica de tin- -
cidén especifica para hongos.

C) METODO DE SHORR Y HEMATOLIXINA: Técnica de tin--
cidén especial para la determinacidén de Cuerpos -

de Inclusiédn.

D) METODO DE SCHLEIFSTEIN: Técnica especifica para

la determinacidén de Corpusculos de Negri.
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La Degeneracidén Grasa, es la presencia anormal de -
grasa visible en la célula. Casi todas las células en proceso
de degeneracidn contienen gldébulos lipidicos en la matriz ci-
toplasmdtica y aungque esto puede considerarse degeneraciéh -
grasa, el término se aplica constantemente a acumulaciones ma
sivas que deforman la célula, se observa comunmente degenera-
cidn grasa en células que normalmente no metabolizan los 1li--

pidos, es decir el higado, rifidn, el corazdn (21).

La Degeneracién Grasa, es causada por una gran va--
riedad de factores etioldgicos. Una cantidad inadecuada de --
oxigeno es causa frecuente de esta afeccidn y ocurre en la -
anemia, ya que no existe un aporte adecuado de hemoglobina y
no son transportadas cantidas adecuadas de oxigeno a los teji
dos. esta puede ser causada por hemorragias severas,pardsitos
hemat6éfagos, protozooarios hemdaticos y hemolisis. La degenera
cidén grésa también estda asociada con diferentes trastornos --
circulatorios como son las hipermias pasivas y crdnicas, o is
quemias, estas obstaculizan el transporte de oxigeno a la cé-

lula.

Otras etiologias, causantes de esta alteracidn son
las substancias quimicas orgdnicas e inorgdnicas. Existe un -
buen nimero de toxinas bacterianas y micdéticas que son capa--~

ces de causar una degeneracidn grasa, como son las salmonelo-



sis e infecciones por aflatoxinas. Hay un gran numero de vene
nos quimicos como son el cloroformo, tetracloréro de carbono

y tétracloroetileno que producen este cambio, numerosas subs-
tancias inorgdnicas como es el fésforo, plomo y arsénico, asi
como la intoxicacidn por plantas como el Senecio, Astragalus

y Crotalaria causan degeneracidn grasa.

Y por dltimo la degeneracidn grasa también estd aso
ciada con alteraciones metabdlicas como es la diabetes y la -

acetonemia (21).

Los Organos afectados por este proceso son blandos,
poco consistentes, friables y con un color amarillo abigarra-
do (8). Microscopicamente el cambio bdsico es la aparicidn de
go£as de grasa de tamafio variable en el citoplasma de la cé--
~ lula (19).

Como las grasas son solubles en el alcohol y xilenb
no aparecen en los materiales incluidos en parafina con las -
técnicas habituales y en.la célula se observan imagenes nega-

tivas, por lo consiguiente es necesario realizar los cortes -

en microtomo de congelacidén (21).

La célula que ha experimentado degeneraciodn grasa se

tifie pobremente con la técnica de Hematoxilina y Eosina. Las



estructuras celulares no son distinguibles y los nicleos se -
tifien menos, ademds que se puede confundir con otro tipo de -
degeneraciones, como son la hidrdépica, causada por un aumento
del volumen celular generada por un exceso de agua intracelu-
lar, o por una degeneracién turbia o nebulosa que es también

un aumento del volumen celular pero causada por una altera- -
cidén del metabolismo protéico; El implementar la técnica de -
Sudan IV nos sera de mucha utilidad en ios casos de una dege-
neracidn grasa inicial que es la que mds podria confundirse -

con una degeneracidén hidrdpica o una degeneraciin turbia.

La técnica de Sudan IV es considerada como una de -
las mejores para la determinacidn de lipidos, las grasas que
se encuentran en los tejidos tefiidos por este método se obser

van de color anaranjado o rojo.

Considero que la utilizacidén de esta técnica nos da
rda un enfoque directo y preciso para poder determinar una de-
generacidn grasa y asi llegar con mds precisidén a un buen - -

diagnéstico (15),(20),(21).

El avance que ha experimentado la micologia en los
ultimos 20-30 afios, es debido al desarrollo de una mejor tec-
nologia dentro de la Medicina Veterinaria, asi como también a

la creciente difusidén alcanzada por las micosis del hombre y



de los animales. Sin embargo los conocimientos que se tienen
sobre una serie de enfermedades de los animales dbmésticos -
son todavia muy incompletos, la importancia de las enfermeda-
des ocasionadas por los hongos en los animales domésticos de-
rivan principalmente de el bajo rendimiento corporal que ori-
ginan y del perligro que para la salud humana constituyen las
micosis.

Bajo el concepto de micosis se incluyen las enferme

dades causadas por diversas especies de hongos (17).

Los hongos SOn organismos vegetales gue no contie--
nen clorofila; se llaman heterdtrofos porque tienen que ali--
mentarse de otros, ya que necesitan para su alimentacidn subs
tancias organicas ya elaboradas por otros gque sean autotrofos
Son vegetativos, pero no tienen tallo, raices, hojas, ni flo-
res, su cuerpo se llama talo, gue puede ser unicelular o plu-
ricelular con estructura completa, fdrmada por membrana, pro-
toplasma y nicleo figurado. Se desarrollan porvmicelos o hi--
fas, que forman una trama 6 tejido y cada filamento recibe el
nombre de hifa y toda la trauma recibe el nombre de micelo -

gque es siempre pluricelulado.

La clasificacidn de los hongos se basa en la produc

ﬂ.;;;

cidén de esporas y conididésporas, asi como en las caracteri
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ticas morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas de sus estruc-
turas.

De acuerdo con la localizacidén de los hongos para--
sitos en el organismo hospedador, se distinguen en micosis ex
ternas o dermatomicosis y en micosis internas o micosis.de -

los sistemas corporales (10-13).

A continuacidn explicaremos algunas de las principa
les micosis que afectan a los animales domésticos, asi como -
las principales lesiones o alteraciones que causan los mis- -

mos:

A) .- DERMATOMICOSIS O MICOSIS EXTERNAS.- Se refiere
‘a las infecciones micdéticas que afectan al pelo, las ufas, el

estrato cérneo, asi como los tejidos subcutdneos.

1.~ MICROSPORIDIOSIS: Este tipo de hongos pertenecen a los --
llamados hongos “"Geofilicos" u hongos del suelo, afectan
principalmente a caninos, felinos y suinos ocasiondndoles
lesiones circulares caracterizados por la pérdida de pe--
lo, pelos rotos cubiertos por escamas y costras especial-
mente en los bordes de la lesidn, asi como la de decolora

cién de la piel en las lesiones circulares.

2.- TRYCOPHITOSIS: Hongos que nos producen la tifia en el bovi




no y el équino, tienen afinidad por la queratina y poseen
la cualidad de producir en el pelo, drganos perforadores

para introducirse en el interior adelgazando cierta parte
de la piel, esta zona se distingue por las lesiones circu
lares o de forma irregular, caracterizadas por la pérdida

de pelo costras gruesas de color gris.

CANDIDIASIS: Las especies del género candida, viven como

saprofitos en el intestino, boca y vagina de algunas espe
cies, principalmente en el humano, son sapréfitos también
del suelo y algunos alimentos como son el queso, las fru-
tas, los cereales, las legumbres, etc. Se caraéterizan -
porque afectan a todas las especies, ocaéionéndoles pla--
cas blancas y gruesas asi como maceracién de la piel en -
las uniones mucocutaneas, como son la vulva, oido, ano, -

orificios nasales.

ESPOROTRICOSIS: Hongos que lesionan principalmente al te-
jido subcutdneo y linfétiéo, existiendo la formacidn de -
nédulos y granulomas esféricos duros, en el sitio de la -
herida o por puncidén del tejido tegumentario (forma de -~

transmisidén). Los ndédulos se ulceran y drenan.En los equi

largo de los vasos linfdticos.
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5.- RINOSPORIDOSIS: Hongos que causan una infeccidén crénica -

por

de las mucosas de la cavidad nasal, caracterizada por po-
lipos que en raras ocasiones alcanzan de 2 a 3 cm.,afecta

principalmente a los equinos y los bovinos.

FICOMICOSIS: Afecta a todas_las especies, en especial a -
los felinos y equinos, se caracteriza por uné inflamacién
proliferativa y crénica de la piel, asi como de las mem--
branas mucosas, en el eguino, existe la presencia de gra-
nulomas no mayores de 1 a 3 cm., en la cavidad nasal. y en

los belfos (4),(10),(13),(17).

B) MICOSIS GENERALIZADAS: Aunque estos organismos .-

lo general afectan a drganos internos, también pueden pro

ducir alteraciones en la piel.

1l.-

MUCORMUCOSIS: este tipo de afeccidn es muy rafa, presenta
lesiones de tipo granulomatosa en ganglios linfdticos. En
bovinos en gestacidén puede causar problemas de placenti--
tis, determinando aborto y necrosis de los contiledones -
maternos, el material necrdtico es de tipo adherente y da

a los cotiledones placentarios el aspecto de estructuras

de tipo acojinado amarillentos y blandos, el aborto sobre-—==

viene entre el tercero y el séptimo mes de gestacidn.
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2.- ASPERGILOSIS: Los aspergillus se encuentran en el aire,la

tierra, en los productos orgdnicos y en muchos 6rganos co
mo sapréfitos, pasando a patdgenos en determinadas condi-
ciones, no son capaces de atacar un érgano sano, pero si
de desarrollarse en un o6rgano enfermo produciendo una in-

feccidén secundaria, afectan principalmente a las aves y -

bovinos, causando una invasidn del tracto digestivo y res

piratorio, con presencia de ndédulos, necrosis y ulceracio
nes a todo lo largo de las mucosas. En bovinos puede exis
tir ademds, alteraciones en la piel con aparicidén de gra-

nulomas micdéticos.

HISTOPLASMOSIS: Este tipo de hongos afecta principalmente
el sistema reticulo endotelial, que tiene la misidén de de
fensa, causando una baja en el sistema inmune, lo cual se
complica con un sinnumero de afecciones secundarias, se -
encuentra en forma saprofitica en el excremento de murcié
lago, su puerta de entrada es el sistema respiratorio, e

intestino, causando lesiones ulcerosas o focos necrdticos
gaseosos en pulmén, ganglios mediastinicos, ganglios bron

guiales, médula 6sea, bazo, higado y rifién.

ACTINOMICOSIS: Los actinomices viven en los animales y ve
getales en forma saprofitica, y cuando se vuelven patd- -

genos producen tumoraciones gque después supuran comunican



do al exterior por trayectos fistulosos. Afectan a todas

la; especies, siendo mds comin en los bovinos, las lesio-
nes caracteristicas se presentan en la mandibula, produ--
ciendo una osteitis supurativa (llamada mandibula hincha-
da) y en muchos casos hay una produccidén considerable de

tejido conectivo en los tejidos subcutdneos adyacentes —-
existiendo descargas de un exudado purulento, grueso y -~

amarillento.

CRIPTOCOCOSIS: Problema que afecta principalmente a los -
equinos causando granulomas nasales y labiales,con presen
cia de lesiones mixomatosas, que se infiltran al organis-

mo causando abscesos pulmonares.

COCCIDIOMICOSIS: Hongos que lesionan principalmente al --
pulmén, bazo, higado, ganglios mediastinicos y bronquia--
les, existiendo la presencia de lesiones granulomatosa -

con contenido purulento de color crema.

BLASTOMICOSIS: Hongos saprofiticos de la materia orgdanica
en descomposicidn, producen una infeccidn supurativa gra-
nulomatosa crdnica en la piel, con presencia de ndédulos -

ulcerados subcutédneos, existiendo metastasis a pulmdn.
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8.- NOCARDIASIS: Actlan principalmente en los canideos y feli
nos ocasionado ndédulos cutaneos y subcutdneos, pudiendo
existir nddulos pulmonares con presencia de piotorax (4),

(10),(13),(17).

Obtener conclusiones sobre la especie de hongos ac-

tuantes, tomando como base el cuadro clinico, es sdlo posible

dentro de ciertos limites, ya se sabe que el mismo hongo pue-
de dar diferentes formas clinicas de la enfermedad y Que el -

|

. . . |
mismo cuadro puede ser causado por diversas afecciones.

|

Por otra parte la designacidén de las micosis de - -
acuerdo con directrices puramente botdnicas resuelta de valor
escaso para el médico veterinario, puesto que entonces no se
define con precisidn las alteraciones patoldégicas tipicas (18).
Aun en la observacién macroscépica de las lesiones causadas -
por hongos nos seria dificil dar un diagndstico ya que éstas
se pueden confundir con diversas alteraciones patoldgicas - -~
(neoplasias, quistes, abscesos, inflaﬁaciones, lesiones granu
lomatosas, etc.) o con una gran variedad de problemas que ~ -

afectan la piel (13).

Cuando se aplica la técnica de hematoxilina y eosi—==55%
L

na a tejidos afectados por hongos, las estructuras micdticas

oy
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se pierden ya que se tifien al igual que el citoplasma de las
células y Io dnico que se observa al microscopio es una man--
cha de color rosa infiltrada entre los tejidos, lo que impedi

ria precisar si se trata de un hongo o alguna otra estructura

Al montar la técnica Metacromdtica de Kelly, especi
fica para hongos, en el uso habitual del laboratorio, serd de
mucha utilidad para descartar las afecciones que se nos po- -
drian confundir, ademds de que dicha técnica, tifie los hongos
a la perfeccidn, pudiendo observar asi la localizacidén y for-

ma de los mismos (12).

Los virus constituyen en grupo de agentes infeccio-
sos caracterizados por su tamafio pequeﬁb y su parasitismo - -
obligadq, se hallan ampliamente distribuidos en la naturaleza
y solameﬂte se propagan en la célula viva de plantas,animales

o bacterias. Muchas de las enfermedades infecciosas de los --

animales y el hombre son producidas por virus (16).

Una caracteristica exclusiva de ciertas virosis es
la formacién de cuerpos de inclusidén. Durante la replicacidn
de lés virus en el interior de las células se pueden producir
estructuras anormales especificas, éstas estructuras

llamados cuerpos de inclusidn.

=1

;
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Dichos cuerpos pueden llegar a ser mucho mds gran--
des que las particulas virales, éstas no son mayores gque los
nucleolos, y pueden localizarse ya sea en el nicelo, en el ci \

toplasma o0 en ambos. Para muchas infecciones virales se cree

qgue tales cuerpos estdn en el proceso del desarrollo del vi--

rus. En algunas infecciones el cuerpo de inclusidn puede es--

tar formado por una masa de particulas virales, ya que dichas
particulas alcanzan una madurez exacta dentro del mismo, y cO
mo Ultimo caso el cuerpo de inclusidén parece ser un vestigio
de la replicacidén viral (11),(15). Los Corpusculos de Negri -
son inclusiones eosinofilicas citoplasmaticas, consecuencia -
de la alteracidn del metabolismo celular, céusado por la inva

sién viral, éstos cuerpos de inclusidén son caracteristicos de

la Rabia (15).

La presencia de cuerpos de inclusidén pueden ser con
siderable utilidad en el diagndstico de algunas enfermedades
infecciosas, es por lo cual se explicaran algunas de las prin
cipales afecciones virales que producen cuerpos de inclusiédn,

asi como la localizacidén de los mismos:

1.- LARINGO TRAQUEITIS AVIAR: Es una afeccidén causada por un
herpes virus, en el cual los cuerpos de inclusidén se van

. . . . . e =
a localizar en el epitelio que recubre la traquea,y éstos =




van a ser de tipo intranuclear.

HEPATITIS (aves y caninos): Los cuerpos de inclusién de -
éste tipo de problema que es causado por un adenovirus, -
los vamos a encontrar en el endotelio vascular y a nivel
de las células hepaticas, estos cuerpos de inclusidn van .

a ser también de tipo intranuclear.

MOQUILLO CANINO: Es causada por un mixovirus y los cﬁef——
pos de inclusidén los vamos a localizar en las células epi
teliales de la vejiga, rifidn, conductos biliares, cerebro
(células de la Neuroglia),epitelio lingual y conjuntival,
conjuntival, cojinete plantar, estdmago, intestino y pue-

den ser citoplasmaticos e intranucleares.

PANLEUCOPENIA FELINA: Es una afeccidén que ataca principal
mente a los gatos, existe la presencia de los cuerpos de
inclusidn en los epitelios de la mucosa intestinal, higa-

do, rifidn y ganglios linfdticos.

ENFERMEDAD DE AUJESZKY: En esta afeccidon pueden existir -
ocasionalmente inclusiones eosinofilicas intracelulares -

en las células de la glia o en las neuronas, raras veces

son observadas en bovinos,y en cerdos nunca sSe presentang




6.~ GASTROENTERITIS TRANSMISIBLE: Causada por un parvovirus,
en la cual las inclusiones de tipo intranuclear o cito- -
pldsmico, se localizan en las células de las criptas a ni

vel de vellosidades intestinales y misculo cardiaco.

7.- VIRUELA: Este problema afecta a todas las especies,es cau
sado por un paramixovirus y los' cuerpos de inclusidn se -

observan en todas las capas de la epidermis.

8.- RINONEUMONITIS VIRAL EQUINA: Ocasionada por un herpes vi-
virus, en la cual las inclusiones van a hacer de tipo in-
tranuclear,y se van a localizar en las células hepaticas,
en el epitelio bronquial y bronquialveolar, membrana nic-

titante y epitelio lingual (4),(6),(11),(12),(16).

La presencia de cuerpos de inclusidén puede ser de -
considerable utilidad en el diagndstico de algunas enfermeda-

des de origen viral.

El empleo de la técnica de Hematoxilina y Eosina,en
muchas ocasiones no puede tefiir bien los cuerpos de inclusidn

y en ocasiones pasan desapercibidos, ademds que se pueden con
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ES por eso que creo necesario implementar una téc--
nica especial para estas inclusiones, como es la de Shorr y -

Hematoxilina.

La Rabia es una enfermedad infecciosa causada por -
un rabdovirus, en la cual existen pequefios cuerpos de inclu--
sidén, que van a estar localizados en el citoplasma de las cé-

lulas nerviosas.

Negri, en 1903 descubre estas pequefias estructuras
en las células nerviosas del asta de ammon y pensé dque habia
descubierto un microorganismo que debia de incluirse dentro -
de los protozoos, estos tipos de estructuras se apreciaban --
principalmente dentro del citoplasma de las células de teji--
dos nerviosos de animales y humanos que habian muerto a causa
de una infeccidn rabica. Estos corpisculos preséntaban diver-
sos tamafios, desde 1 hasta 10 6 15, incluso mayores, hasta —_—
27 m. y en una sola célula puede existir de 1 a 6 de estas es
tructuras.

EN 1906, Babes confirma la presencia de cuerpos de
negri en la rabia, y los describe como un resultado de una --
reaccidén de la infeccidn y no como pardsitos, utilizando la -

presencia de é€stos como una prueba diagndstica practica para

los animales rabiosos y sentd las bases para el diagndstico ¢
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~de la misma (3).

La rabia por ser una enfermedad de impo}tancia en -
salud publica, requiere llevar a cabo un diagndéstico preciso,
y los tejidos del S.N.C. afectados por éste problema, tefiidos
con la técnica devHematoxilina y Eosina no nos remarca en si
la afeccidén, ya que las lesiones que se alcanzan a observar -
como es la degeneracidén o la infiltracidn linfocitaria, se po
dria confundir con una encefalitis de otro tipo,que puede ser
causada por diferentes etiologias, ademds los corpusculos de
Negri se pueden confundir con alguna otra estructura citoplas
matica, es por ello que se propone emplear una técnica desa--
rrollada especificamente para cuerpos de Negri, dicho método

de tincidén es el de Schliefstein (3),(13),(22).

El propdsito de montar esta serie de técnicas en el
uso cotidiano del laboratorio, es porgue permitird obtener fa
cilmente resultados en un tiempo mas reducido, asimismo para
confirmar el resultado de alguin otro diagnéstiéo, dado por la
Facultad o por alguna otra institucién, ademds que ayudara a-
descartar diversas afecciones que en la actualidad pueden cau

sar confusién.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Montar y éstandarizar nuevas téc-
nicas de tincidén en el laboratorio de Patologia, para la rea-
lizacidén de diagndésticos mas precisos y dejar colecciones de
laminillas para que se puedan utilizar en las prdacticas de Pa

tologia.
OBJETIVOS PARTICULARES:

- Estandarizar nuevas técnicas de tincidn para el diagndstico

preciso de alguin problema patoldgico.

- Implementar al laboratorio de Patologia, de reactivos, mate
riales y preparaciones necesarias para las nuevas técnicas
de tincidn propuestas a fin de que en cualquier momento pue

dan ser utilizadas.

SN ﬂ‘: )’
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de
Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad de Guadalajara, y se ﬁtilizaron 6rganos sos
pechosos de Degeneracidn Graéa, Micosis y enfermedades vira--
les que determinan la formacidn de Cuerpos de Inclusidn.Estos
érganos se obtuvieron de los animales que fueron remitidos al
departamento para su diagnésticq en donde se les aplicd la --

técnica correspondiente.

I.- METODO DE SUDAN IV.

INDICACIONES:
- Técnica de tincidn para la determinacidén de Gra--

sas Neutras (Degeneracidén Grasa).

FIJACION:

- Formol al 10%
SOLUCION:

- Alcohol de 70°C. 55 cc.

- Acetona 50 cc.

-~ Sudan IV ‘ A saturacidn
PROCEDIMIENTO:

- Hacer cortes del tejido por medio del microtomo -

de congelacidn.



- Tefiir con hematoxilina de Harris, durante 15 min.
- Lavar con agua destilada. “

- Virar con agua de la llave.

- Sumergir los cortes en Sudan IV durante 10 min.

- Lavar con agua destilada.

- Montar las piezas en glicerina.

RESULTADOS: Los lipidos infiltrados en el tejido se observan

de color anaranjado a rojo.
I1.- METODO METACROMATICO DE KELLY.

INDICACIONES:

~ Método especifico para la determinacidén de Hongos.

.FIJACION:

- Formol al 10%

SOLUCIONES:
Reactivo Sulfatoso:
- Afiadir poco a poco Aacido sulfirico concentrado a

un volumen igual de eter anhidro helado.

AZUL DE TOLUIDINA:
- Azul de Toluidina 0 (C.I. 52040) .01 g.

- Acido Acético al 3 % 100.0 ml.
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PROCEDIMIENTO:

- Desparafinar los cortes y pasarlos al alcohol eti
lico absoluto.

- Sacar los cortes en el aire de 5 a 10 minutos.

- Sumergirlo al reactivo sulfatoso 5 minutos.

- Lavar en acido acético 1 minuto, cambiar 1la solu;
cidén después de 10 deslizamientos.

-~ Tefilir con Azul de Toluidina por 5 minutos.

- Lavar en dcido acefico al 3% por un minuto.

~ Deshidratar en alcohol eﬁilico absoluto 1 minuto.

- Limpiar y montar.

RESULTADOS:
- Hongos.- Rojo a Violdceo.

- Fondo.- Azul Claro (12).

III.~ METODO DE SHORR Y HEMATOXILINA

INDICACIONES:

- Técnica de tincidn para Cuerpos de Inclusidn.

FIJACION:

- Formol al 10%

SOLUCIONES:

ALCOHOL ACIDO AL 1%

1 ml. OFICING &

- Acido clorhidrico concentrado ‘
wFISINl CRERTING

- Alcohol etilico 99 ml.
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gm.

gm.

gm.

gm.

mg.

SOLUCION DE SHORR
- Alcohol etilico 50% 100.0 ml.
- Esc;rlata Biebrich, soluble en
agua. 0.500
- Naranja G. 0.250
~ Verde FCF 0.075
~ Acido fosfotusico 0.500
-~ Acido fosfomolitico 0.500
- Acido acético glacial 1000.0

ml.

Mezclar y no usar hasta que todos los ingredientes

estén completamente disueltos.

PROCEDIMIENTO:

- Desparafinar las secciones de manera usual y lle-

varlas al

agua.

- Tefiir con Hematoxilina de Harris: 3-5 minutos.

- Lavar en agua y diferencias en alcohol dcido al -

1%, hasta que no haya Hematoxilina en el citoplas

ma de las
tincidn.
- Lavar con

bonato de

células. Corroborar al microscopio la -

‘agua e introducir las secciones en car-

Litio, hasta que los tejidos tomen un -

color azuloso.

- Lavar en agua corriente durante 10 minutos.

- Colocar las secciones en el colorante de Shorr du

rante 3 minutos.
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' - Lavar en alcohol al 95%, y corroborar en el mi- -

croscopio que el tejido conectivo esté de un co--
lor verde claro.

- Lavar yvarias veces en alcohol absoluto y aclarar
en cambios de 2 a 3, en el Xilol y por dltimo mon

tar en resina.

RESULTADOS:
Cuerpos de Inclusidn - Rojo Brillante
Tejido Conectivo - Verde Brillante
Fibras Eldasticas - Rojo Purpura
Nacleo - Azul
Mdisculo ' - Rojo
Queratina - - Naranja
Eritrocitos - De naranja a rojo (12)

IV.- METODOS DE SCHLEIFSTEIN

INDICACIONES:

FIJACION:

- Método para la determinacidén de corpusculos de Ne

gri.

SOLUCION ZENKER.

Dicromato de Potasio 2.5 grs.
Bicloruro de Mercurio 5.0 grs.
Sulfato de Sodio 1.0 grs.
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Acido Acético Glacial 5.0 cc.
Aéua destilada 100 cc.

Fijar durante 24 hrs.

SOLUCION:
- Fucsina Bdsica (C.I. 42500) 1.8 gm.
- Azul de Metilo (C.I. 52015) 1.0 gm.
- Glicerina 100.0 ml.
~ Alcohol Metilico 100.0 ml.

Para su uso agregar 10 gotas de la solucidén a - - -
15-20 ml. de Hidrdéxido de Potasio. El Hidrdxido de Potasic de
be de estar diluido en agua (1gr/40,000 ml.de agua destilada)
Se puede utilizar también agua alcalina corriente y ésta se -

conserva por tiempo indefinido.

PROCEDIMIENTO:
- Desparafinar e introducir las secciones en una so
lucidén de 100 ml. de alcohol al 80% mas %gr.de --
Iodo, durante 5-10 minutosf
- Lavar con.agua corriente e introducir los tejidos
en una solucidén de Hiposulfito 4 Sodio al 5% du--
rante 5 min.
- Lavar con agua corriente e introducir los tejidos
en un recipiente y cubrirlo ampliamente con la

tincidén (preparada).




RESULTADOS
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Calentarlo en la estufa Bacterioldégica durante 15

minutos a una temperatura de 80°C. Sin dejar que

la solucidn hierva.

Enfriar y enjuagar con agua.

Decolorar y diferenciar cada deslizamiento o pa--

ses por agitacidn en alcohol etilico al 90%, has-

ta que los cortes tomen un color violeta palido.

Aclarar y montar.

Cuerpos de Negri

Inclusiones Granula-

res

Nucleolo

Citoplasma

Eritrocitos

Rojo magenta profundo.

Azul fuerte u obscuro.

Negro azuloso.
Azul violeta

Color cobre (12).
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RESULTADOS
Al realizar las técnicas de tincidn propuestas se -~
obtuvieron los resultados, esperados para cada una de ellas.
Se realizaron colecciones de tejido de algunos Srganos que --
fueron dados como positivos en la técnica de Hematoxilina y -
Eosina,. con ei fin de comprobar la eficiencia de dichas téc-

nicas.

A continuacidén, se describen los érganos y técnicas
que se utilizaron, remarcando principalmente la afeccidén, asi
como algunas caracteristicas resultantes de la aplicacién de

la técnica.
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Técnica

ESPECIE

AVE

CANINO

FELINO

BOVINO

OVINO

de tincidén para la determinacidén de Grasas Neutras

AFECCION

SALMONELOSIS

TOXEMIA PARA
SITARIA

PROBLEMA DE _
ORIGEN METABO
LICO

ENTERITIS LIN
FOCITARIA(PRO
BABLEMENTE DE

ORIGEN VIRAL).

INTOXICACION

I.

ORGANO

HIGADO

HIGADO

HIGADO

HIGADO

HIGADO

TECNICA
H y E

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

~ METODO DE SUDAN IV

TECNICA DE
SUDAN IV

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO

(Degeneracidén Grasa).
RESULTADOS

Vacuolas en el citoplasma
de los hepatocitos de co-
lor rojo brillante.

Presencia de pequefias va-
cuolas de color rojo en -
el citoplasma de los hepa
tocitos en gran cantidad.

NO SE OBSERVA

NO SE OBSERVA

Pequefias vacuolas en los
hepatocitos destribuidas
principalmente en la zo-
na centrolobulillar.

- 62



La presenci? de vacuolas de color rojo en el cito--
plasma de los hepatocitos nos indica que existe grasa no meta
bolizable por la misma célula, causandole asi una degenera— -
cién. Los dérganos que resultaron negativos a la prueba de Su-

dan IV, nos represéntan tal vez una degeneracion de otro tipo

que pudimos confundirla, al observarla con la técnica de Hema

toxilina y Eosina.

De los casos gue se pusieron a prueba se tomaron --
también muestras de tejidos de corazdén y rifién (8rganos que -
nos presentan también la degeneracidn grasa) para la aplica--
cién de las técnicas resultando éstas totalmente negativas, -

aun en la técnica de Hematoxilina y Eosina.
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WL GOsneD

ESPECIE

EQUINO

EQUINO

CANINO

AVE

N v4DHD

ORGANO

PIEL
DELGADA

PIEL
DELGADA

PIEL
DELGADA

PROVEN-
TRICULO

II.- METODO METACROMATICO DE KELLY

Técnica de tincidn especifica para Hongos

TECNICA
H y E

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

METODO METACRO_
MATICO DE KELLY

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

RESULTADOS

Hongos amorfos que se encuentran en -
mayor cantidad en la epidermis,y la -
dermis se encuentra ligeramente inva-
dida.

Se encuentran los Hongos en forma fi- -
lamentosa invadiendo las células epi-
teliales de la dermis encontrdandose
en mayor cantidad alrededor de los fo

‘liculos pilosos.

Son Hongos circulares y semicircula--
res que invaden superficialmente la -
epidermis,algunos traspasan la lamina
propia.

Los Hongos invaden el epitelio,lamina
propia y algunas porciones de la zona
glandular observandose en forma de ra
mificaciones.

1€ -




Los resultados obtenidos con la aplicacidén de esta
técnica remarcan en si la afirmacién de los que se habian da-
do como positivos con la aplicacidén de la técnica usual, ésto
da ademds la certeza de gue en realidad se trata de un proble

ma de tipo Micdtico.

Los hongos se tifieron de un color violdceo obscuro,
teniendo como contraste un azul claro, que es el color que to

maron las demds estructuras del tejido.




III.- METODO DE SHORR Y HEMATOXILINA

Técnica de tincidn especifica para la determinacidédn de CUERPOS DE INCLUSION.

ESPECIE  AFECCION

CANINA HEPATITIS
PARVOVIRO
SIS
MOQUILLO

ORGANO

HIGADO

INTESTINO

DELGADO

ESTOMAGO

CORAZON

PULMON

CEREBRO

TECNICA
H y E

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

TECNICA DE
SHORR y H.

POSITIVO

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

RESULTADOS

Los Cuerpos de Inclusidn
son de tipo intranuclear
y se observan en los He-
patocitos.

Los Cuerpos de Inclusidn
se encuentran en los en-
terocitos, son de tipo -~
intranuclear y van de 1

a 4, '

Los Cuerpos de Inclusidn
se encuentran en las cé-
lulas principales del es
témago, son de tipo in--
tranuclear y citoplasmi-
cos, van de 1 a 3

NO SE OBSERVAN

Cuerpos de Inclusidn ci-~
toplasmicos en el epite-
lio bronquialveolar.

No se observan,el nicleo
se tifie igual que los --
Cuerpos de Inclusidn.
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Método de Shorr y Hematoxilina (Continda....)

ESPECIE AFECCION

CANINO

AVE

FELINO

SUINO

MOQUILLO
(continuva)

LARINGOTRA
QUEITIS.

PANLEUCOPE
NIA

VIRUELA

QRGANQ

VEJIGA

ESTOMAGO

HIGADO
RINON

COJINETE
PLANTAR

IMPRONTA
OCULAR

TRAQUEA

INTESTINO

PIEL DEL-
GADA

-

TECNICA
H y E

NEGATIVO

NEGATIVO

NEGATIVO
NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO

POSITIVO-

POSITIVO

POSITIVO

TECNICA DE

SHORR y H.

POSITIVO

POSITIVO

NEGATIVO
NEGATIVO

POSITIVO

NEGATIVO
NEGATIVO

POSITIVO

POSITIVO

RESULTADOS

Cuerpos intranucleares en
el epitelio de transicidn.

Son intranucleares y cito-
plasmaticos, se encuentran
en el epitelio de la zona

glandular siendo de tamafio
pequefio.

NO SE OBSERVAN
NO SE OBSERVAN
Los Cuerpos de Inclusidén -
se observan en el epitelio

papilar siendo de tipo in-
tranuclear y citoplasmico.

NO SE OBSERVAN
NO SE OBSERVAN

Los cuerpos de Inclusidén -
se observan de tipo intra-
nuclear en el epitelio de
las vellocidades intestina
les.

Son cuerpos de Inclusidn -
intranuclear gue van de 1
a 2 y se encuentran en el
epitelio de la epidermis.




Para la realizacidén de esta prueba se tomaron los -
casos sospechosos, en base a la historia clinica y en base a
los resultados dados por el estudio histopatoldgico. Se 1llevd
a cabo la prueba en Organos que segun la literatura presentén
Cuerpos de Inclusidn, pero algunos resultados totalmente nega
tivos, ésto nos indica que los Cuerpos de Inclusidn son repre

sentativos de cierta etapa de la enfermedad (13).

Los Cuerpos de Inclusidn observados después de la -
aplicacién de esta técnica se ven de un color rojo diferen- -

cidndose totalmente de las demds estructuras.

La aplicacidn de esta técnica en el cerebro no es -
recomendable, ya que los Cuerpos de Inclusidn se tifien del --
mismo color dque el nucleolo, ademas el niucleo de la neurona -
necrosada se observa también de color rojo, pudiendo dar lu--

gar a confusiones.
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IV.- METODO DE SCHLEIFSTEIN

Método especifico para la determinacidn de

Cospuisculos de Negri.

Para poder realizar esta prueba nos vimos en la ne-
cesidad de colectar muestras de tejidos positivos fuera de la
Facultad: Se obtuvieron ratones inoculados con el virus ra- -
bico en los laboratorios Anchor, éstos presentaban la enferme
dad en diferentes etapas y se tomaron para determinar la pre-
sencia de Corpusculos de Negri en las células nerviosas del -

cerebro de acuerdo a la etapa o ciclo de la infeccidn.

A continuacidén, enumeraremos los resultados obteni-

dos en esta prueba:

RATON CORPUSCULOS DE NEGRI . OBSERVACIONES
A POCOS El animal presentaba incoordina
cién intermitente,depresidn,in-
diferencia y rechinido de los -
dientes.

B POCOS Pardlisis del tren posterior, -
temblores,conjuntivitis, movi~-
mientos torpes y depresiodn.

C ESCASOS Pardlisis generalizada,yace de
lado con la cabeza tensa,disnea
y reaccidén a los estimulos ex~-
ternos con ataques epilépticos.

D ESCASOS . Animal en estado de coma.
E ESCASQS Muerto.
* F ABUNDANTES Muerto.

* Ratén inoculado con virus de campo.




Los Corpusculos de Negri se observan de tamafio va--
riable y tienden a ser en su mayoria pequefios, varios se en--
cuentran en el centro del citoplasma y algunos en el borde de
la membrana celular. Estos corpusculos se tifien de color rojo
magenta y se diferencian totalmente del citoplasma, ya que és
tos se tifien de un color violéaceo. be acuerdo al porcentaje -~
de neuronas afectadas, se tomd comb valor para determinar a -
los Corplsculos de Negri, escasos cuando es menos del 5% de -
neuronas, pocos cuando es el 15 a 20 %, muchos 50 %, abundan-

te cuando mas del 80 % estd afectado.

También se observd gue existian mayor numero de Cor
pusculos de Negri en ratones que se habian inoculado con el -
virus del campo, que los que se habian inoculado con el virus

del laboratorio, ésto debido a la modificacidén del virus.




DISCUSTION

La discusidn de este trabajo experimental, consta -
s6lo de un relato sobre los problemas a los que nos enfrenta-
mos para lograr la estandarizacidn de cada una de las técni--

cas y de cémo se solucionaron los problemas.

También enumeraremos la importancia de la aplica- -
cidén de estas técnicas, en base a las ventajas que ofrecen,en

comparacidén de los métodos de laboratorio mds usuales.

Es frecuente tener fracasos al intentar realizar al
gunas técnicas, aunque nos apeguemos a la metoaologia sugeri-
da por el manual, ésto se debe en parée al grado de pureza --
del material empleado, siendo el primer obstaculo para la ob-
tencién de buenos resultados.-Hay que tomar en cuenta que ca-
da tejido tiene sus variantes exclusivas ante los reactivos -
empleados, por lo tanto el constante manejo de la técnica, el

conocimiento y la accidén de los reactivos es lo que va dando

- la pauta adecuada para cada método.

Al realizar la técnica de Sudan IV, técnica especi-
fica para determinar Degeneracidén Grasa, fue necesario cam- -
biar totalmente el procedimiento de la técnica que se habia -

descrito anteriormente debido a que los tejidos perdian cohe-




sién y se deslizaban fuera del portaobjeto cuando se le apli ?
caba el etilenglicol, ademds de que existia poca absorcidn de
Hematoxilina y la grasa se tefila pobremente. La técnica se --
cambio tomdndose como base otro tipo de metodologia a la cual
se le modificé los tiempos de exposicidén en la Hematoxilina a
15 minutos y en tincidén de Sudan IV a 10 minutos. La estructu
ra arquitectdnica de las muestras positivas no se observan --
con detalle por el grosor del tejido, pero las grasas se ti--
fileron a la perfeccidn, indicdndonos con ésto sin duda alguna,

la degeneraciodn.

Para la identificacidn de la Degeneracién Grasa no
existe ninguin otro método mas que la éplicacién de un estudio
Histopatoldgico, siendo la técnica de Sudan IV la mds prdcti-
ca ya que el resultado se obtiene en un tiempo minimo de 2 ho
ras.

En el Método Metacromdtico de Kelly, el color rojo
a violdceo dado por el colorante Azul de Touluidina no fue to
mado por los hongos, por lo qué se aumentd el tiempo de expo-

sicidén en la tincién de 5 a 8 minutos.

Los resultados gue se obtuvieron con la aplicacién

del Método Metacromdtico de Kelly, nos representa en si la es

pecificidad de la técnica, asimismo nos indica la forma y 1lo




calizacidn de las estructuras micdticas, mas no nos identifi-
ca en forma concreta al tiéo de hongo que se trata. Es por lo
consiguiente que recomendamos la aplicacidén del Cultivo de -
Sabouraud el cual nos especificard el tipo del hongo en base
a la observacidn de sus caracteristicas morfoldgicas durante

su desarrollo y en un intervalo de tiempo de 6 a 30 dias de--

pendiendo del hongo actuante.

El tiémpo que se establecid para la determinacién -

del hongo, por medio de la utilizacidn de esta técnica de tin

cidén fue de 32 horas, después de la recoleccidén del tejido --
sospechoso.

En el Método de Shorr y Hemétoxilina, el tiempo pa-
ra lograr una buena penetracidén del colorante de Shorr es de
3 minutos, 2 minutos mads de lo establecido,asimismo se suplid
el agua amoniacal por otro tipo de solucidn alcalinizante, -
como es el carbonato de litio, esto debido a que no se pudo -

obtener el material propuesto para esta solucidn.

El examen Histopatoldgico en el cual se incluya el

Método de Shorr y Hematoxilina, no poseé lg sensibilidad del

aislamiento virico, pefo la identificacidén de los cuerpos de
inclusién pueden ser utiles en el diagnéstico y de ayuda inme -
ﬂ
diata para el Médico Veterinario; aunque ésto no es eminente,?iﬁpa@*
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ya que los cuerpos de inclusidn son representativos de cierta
etapa de la enfermedad, por 1lo cuél la afeccidn que se preten
de diagnosticar puede resultar en dado caso negativa (13).Los
resultados se obtienen en un tiempo minimo de 36 horas con la

aplicacidn de esta técnica.

En la aplicacidn de la técnica de Schleifstein,al -

fijador se le cambid el bicloruro de mercurio por cloruro de

mercurio sin que esto presentara alguin cambio. Fue necesario

también de exponer las laminillas antes de teﬁirée en una so-
lucidén Iodada durante 10 min., con el fin de retirar los cris
tales . de mercurio y después en una solucidén de hiposulfito de
sodio para retirar los cristales de Iédo. También fue necesa—‘
rio colocar las laminillas en un recipiente,>se cubrié amplia
mente con la tincidn y se colocaron dentro de la estufa bacte
rioldégica a una temperatura de 80°C con un tiempo de 15 min.,
ésto con el fin de suplir la parrilla eléctrica, que se debe-

ria utilizar para poder calentar la solucidn.

Para la determinacidn de Corpusculos de Negri con -
la técnica de Schleifstein se lleva un término de 38 hrs., és

ta técnica no es la mds exacta ya que Schleifstein, hizo una




Cospusculos de Negri, ya que no todos los animales muertos --
por una infeccién rébicg los presentan, no sustituyen a la -
técnica de Inmunofluorescencia, ni a la inoculacidn de anima-
les que son métodos mas especificos; pero, si se puede tomar
en cuenta para reafirmar algin resultado que haya quedado en

duda (13).

Ya que los Corpisculos de Negri son cuerpos de in--
clusidén virales, pensamos que la aplicacidén de esta técnica a
6rganos sospechosos de enfermedades viraies gue produzcan = =
Cuerpos de Inclusidén nos daria buenos resultados; pero los te
jidos que se pudieron a prueba resultaron totalmente negati--
vos, probando con ésto que la técnica de Schleifstein es espe
cifica para cuerpos de Inclusidn acidofilicos caracteristicos

de la Rabia y no es 0Util para otras enfermedades (22).
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CONCLUSTIONES

l.- Se logrd la completa estandarizacién de las cuatro técni-
cas de tincidén propuestas. Las técnicas que se estandari-

zaron son:

A).- METODO DE SUDAN IV.- Técnica de tincidn para -
la determinacidn de grasas neutras.

B).- METODO METACROMATICO DE KELLY.- Técnica de tin
cidén especifica para hongos.

. C).- METODO DE SHORR Y HEMATOXILINA.- Técnica de -
tincidén para la determinacidn de Cuerpos de In
clucidn.

D) .- METODO DE SCHLEIFSTEIN.- Técnica especifica pa

ra la determinacidn de corpisculos de Negri.

2.- Se reafirmaron los diagndsticos dados por este y otros de
partamentos de la misma Facultad, asimismo los de otras -

Instituciones.

3.- Se comprobd que el uso de otras técnicas de tincidén en -~
los diagndsticos histopatoldgicos, nos auxilian para la -

obtencidn de buenos resultados.
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SUMARTIO

Se utilizaron muestras de tejidos de diferentes or-
ganos afectados por enfermedades que causan Degeneracién Gra-

sa, Micosis y Cuerpos de Inclusidn virales.

Se estandarizaron cuatro diferentes técnicas de tin
cién para lograr un diagndéstico definitivo mas certero, asi -
como una mejor ensefianza practica de 1la Histopatologia. Las -
técnicas estandarizadas fueron: Técnica de Sudan IV, Técnica
Especifica para la determinacidén de grasas neutras {(Degenera-
cién Grasa), Método Metacromdtico de Kelly, Técnica de Tin- -
cién especifica para hongos, Método de Shorr y Hematoxilina,
Técnica de Tincidn para la determinacidén de Cuerpos de Inclu-
sién Virales y la Técnica de Schleifstein, método especial pa

ra la determinacién de Corpisculos de Negri.
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