-USO DE LA TINCION DE AUREAMINA O
: (TETRAMETILDIAMINADIFENILCETOININA)
- EN EL DIAGNOSTICO DE LA PARATUBERCULOSIS OVINA
’ Y CAPRINA

" Existen numerosas pruebas en la litera-
tura para identificar las micobacterias re-
cuperadas de especimenes clinicos. Es obvio
que la mayoria de los laboratorios clinicos
no tienen suficiente tiempo, personal o re-
cursos para usar esta gran cantidad de
pruebas; por esta razén se investiga bus-
cando métodos simplificados y rapidos; por
fortuna las micobacterias patogenas pueden
ser identificadas en forma adecuada utili-
zando un niimero relativamente pequefio de
pruebas (Graber, 1970). En los dltimos
afios se ha establecido que la tincién fluo-
rescente de Mycobacterium tuberculosis con
tetrametildiaminadifenilcetoinina (a u re a-
mina 0) da una proporcién mayor de ha-
Nazgos positivos que cuando se-tifie con
carbol fucsina, esto es verdad tratandose de
bacilos en muestras de esputo, como en
secciones histolégicas, Me. Manus, 1964;
Schuhardt, 1978). Barksdale y Kim
(1977) describen un experimento en donde
se inocularon cuyes con M. tuberculosis, se
sacrificaron y se hicieron cortes histologi-
cos de diferentes drganos que se tifieron
con aurcamina O y Ziehl-Neelsen y cultivos
bacterianos de los mismos 6rganos, encon-
trando que los resultados obtenidos en el
cultivo bacteriano de los tejidos y en los
cortes histologicos tefiidos con -aureamina
fueron casi iguales; este mismo autor con-
cluye que la aureamina 0 penetra muy bien
en los tejidos organicos. Muchos laborato-
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rios la prefieren sobre la tincién acido-re-
sistente de Ziehl-Neelsen porque las bacte-
rias tefiidas pueden observarse més facil-
mente, por destacar con una coloracién
amarilla verdosa sobre fondo obscuro; ade-
mas debe de recordarse que mientras que
la tincién de Ziehl-Neelsen sélo colorea a
las micobacterias que estaban estructural-
mente integras al momento de ser fijadas,
la tincién de aureamina colorea también
bacterias en degeneracién (Haas, 1981).
La técnica descrita por Truan et al. (1962)
de la tincién de aureamina-rodamina ha
demostrado ser altamente satisfactoria en
muchos laboratorios, y los autores mencio-
nan que con esta tincién es posible encon-
trar hasta tres veces mayor cantidad de
casos positives de tuberculosis que con la
tincién de Ziehl-Neelsen tradicional; Haas
(1981) sugiere el uso de la tincién de au-
reamina 0 cuando hay pocos bacilos en los
tejidos y para diferenciar tuberculosis de
brucelosis y mal de Crohn. Conn (1957)
hace una mencién especial sobre esta tin.
cién para el diagnéstico de micobacterias,
en donde destaca como ventajas de su uso
que puede usarse con un objetivo de poco
aumento y que la gran cantidad de campos
que pueden ser examinados asegura diag-
nésticos positivos en los casos en que el ni-
mero de bacilos tuberculosos son pocos.
Lennette (1980) apoya las ventajas men-
cionadas por Conn (1957) y afiade ademas
que el uso de un lente 20x o 25x, ademas
de permitir la inspeccién de un Area am-
plia en poco tiempo, presenta mejor con-
traste y disminuye el cansancio visual del
microscopista.

En el caso de paratuberculosis, el diag-
nostico es un tanto dificil en ganado bovino
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(Trigo, 1979) y en ganado ovino y caprino
(Ramirez, C.; Gonzélez, S. y De Lucas T,
1983) debido a que las pruebas serolégicas
son poco especificas, y a que el cultivo del
agente demora varias semanas (Lenghaus,
et al, 1977; Sherman y Gezon, 1980).

Motivados por los buenos resultados ob-
tenidos por otros autores con esta tincidn,
en el curso de una investigacién sobre pa-
ratuberculosis en un grupo de borregos y
cabras, se utilizé la tincién de aureamina 0
siguiendo la técnica recomendada por Haas
(1981}, modificada para tejidos fijados en
formol amortiguado e incluidos en para-
fina de la siguiente manera:

Preparar una solucién al 0.3% de aurea-
mina 0 con 0.3 g de aureamina O finamen-
te molida, 3 g de fenol en cristales en
100 ml de agua destilada, agitando sin ca-
lentar para disolver el colorante.

Preparar una solucién de colorante con
0.5 ml de 4cido clorhidrieo, 0.5 g de cloru-
ro de sodio en 75 ml de alcohol metilico.

Preparar una solucién al 0.1% de per-
manganato de potasio en agua destilada.

Los cortes incluidos en parafina se cor-
tan a 5 micras de grosor y se desparafinan
¢ hidratan. Las improntas se fijan en al-
cohol absoluto y después se hidratan. A las
laminillas por tefiir se les sumerge 10 ve-
ces en agua destilada y se tifien por inmer-
sién en la solucién de aureamina por 10
minutos en un horno a 60 C.

Se lavan 2 minutos en agua v se sumer-
gen por dos minutos en dos bafios repetidos
con la solucién decolorante. Se lavan en
agua 2 minutoes. Se sumergen 1 minuto en
la solucién de permanganato de petasio.

Los cortes se enjuagan 10 veces en agua,
se deshidratan en alcoholes, se aclaran en
xilol y se montan en glicerina tamponada
u otro medio no fluorescente. La diferencia
principal de esta versién con la técnica re-
comendada por Haas (1981) es el tiempo
del bafio de permanganato, que Haas
(1981) recomienda sea de 2 minutos.

Paralelamente se colorearon cortes con
hematoxilina-eosina y Ziehl-Neelsen segiin
recomienda Cullling (1974}.

Se revisaron 32 laminillas de intestino
delgado y ganglios linfiticos mesentéricos
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pertenecientes a nueve animales (3 ovinos
y 6 caprinos), procedentes de tres diferen-
tes explotaciones. A partir de estos mismos
animales fue aislado e identificado- Myco-
bacterium paratuberculosis (Ramirez, P. y
cols,, 1983).

En todos los casos, una vez que se hubo
ajustado el microscopio de fluorescencia cn
campo obscuro, results méas facil la obser-

"vacién de micobacterias intra y extracelu-

lares en las laminillas tefiidas con aureami-
na 0, que en las laminillas tefiidas con
Ziehl-Neelsen. En la repeticién de las tin-
ciones se presentaron algunas laminillas
que no transmitian la luz ultravioleta, de-
bido quizés a los portaobjetos usados. Con-
viene recordar lo mencionado por Schu-
hardt (1978), que recomienda el uso de
portaobjetos nuevos y libres de grasa, de-
bido a que los portaobjetos usados pueden
estar rayados y por lo tanto retener el co-
lorante durante la decoloraciéon, dando re-
sultados positivos falsos. Este defecto se co-
rrigi6é cuando se utilizaron laminillas nue-
vas y desengrasadas en alechol. Otras la-
minillas presentaron una extrafa fluores-
cencia de los tejidos; esto fue debido a que
los alcoholes usados en la deshidratacién
de los cortes histolégicos estaban contami-
nados con eosina amarillenta; cuando se
reemplazaron por aleoholes nuevos este de-
fecto no se presentd.

El uso de la tincién de aureamina O re-
sulté un buen recurso para identificar M.
paratuberculosis en cortes histolégicos, de-
bido a que la observacién del microorga-
nismo fue clara y definida; también se con-
sideré como una gran ventaja el uso de un
objetivo de poco aumento que permitié la
inspeccién de un 4rea amplia en menos
tiempo y con menos cansancio visual para
el microscopista.

Los autores agradecen al Sr. Guillermo
Barreto su ayuda en el montaje de los cor-
tes histolégicos.

Summary

The advantages of the auramine 0 fluo-
rescent stain for the diagnosis of paratu-
berculosis in sheep and goats are discussed.



Thirty two histological slides of paraffin -

embedded tissues from three sheep and six

goats naturally infected were examined.-

Once the fluorescence microscope was ad-
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