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Tincion de Giemsa

CODIGOS:

Codigo 5301: Frascode 1 L
Codigo 5321: Frasco de 250 mL

FORMULA TEORICA:

Solucidn de Stock Giemsa: Solucion de Trabajo Giemsa:
Giemsa 760r Stock Giemsa 20 ml
Glicerol 500 mL Tampon fosfato 0.067 M 100 ml
Metanol 500 mL Agua destilada 900 ml

Descripcién y usos:

La evolucion historica de los colorante citologicos se ha dirigido a la obtencion de un colorante
policromico de Azul de Metileno y sus formas oxidadas. Desde la mezcla del Azul de Metileno
policromico y Carbonato Potasico de Nocht (1898), a las primeras precipitaciones y
redisoluciones de la mezcla de Nocht con Metanol segln propuestas de Jenner(1899) o May-
Grinwald (1902), se ha llegado actualmente a soluciones muy estables y con 6ptimos resultados.
Leishman (1901) propone una preparacion del colorante en polvo similar a Nocht, disolviendo
con Metanol una mezcla de Azul de Metileno policrémico y Eosina (los dos componentes
presentes en el precipitado disuelto por Nocht y Jenner); Wrigth, modifica la disolucién de
Leishman y la realiza cerca de ebullicion durante 1 hora en lugar de 12 horas a 65 °C como lo
hace Leishman. Las Gltimas formulaciones, de Giemsa (1903), propone una formulacion con
Azul de Metileno y Eosina Y (ésta, con un maximo de absorcion a 650 my al igual que el
compuesto oxidado de Nocht y predecesores), estabilizada con Glicerol, que llegaria, con ligeras
mezclas y modificaciones a las formulaciones actuales de Giemsa. La coloracion de Giemsa,
cuenta con una gran facilidad de uso y preparacion junto con una formulacion de colorantes de
las mas modernas entre las usadas en citologia hematoldgica. Aun asi, su uso se ha visto muy
disminuido debido a la implantacién de la tincién de May Griinwald Giemsa, con resultados mas
precisos y regulares. Se sigue utilizando para observaciones parasitoldgicas en sangre periférica
cuando no sea importante una alta resolucion y alto contraste de elementos celulares de los
leucocitos.

La tincion de Giemsa se utiliza no solo para las extensiones de sangre, sino también para
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cualquier estudio citolégico de los 6rganos hematopoyéticos, tumores y en general todos los
productos frescos obtenidos por puncion, puede emplearse esta coloracion con excelentes
resultados. Los hematies se tifien de un color rosa palido, con una zona central mas clara. La
policromasia se advierte por una tendencia al color azulado, y la mezcla de azul y rosa
proporciona unos tonos grisaceos caracteristicos. El punteado basofilo se distingue bien por su
color azul, si bien a veces puede tomar tonos rojizos. Los restos nucleares, tanto las formaciones
corpusculares como las anulares, se tifie de rojo intenso o violeta.

La cromatina nuclear se tifie en violeta oscuro, dejando dibujadas perfectamente las estructuras
cromatinicas, pudiendo darse cuenta de su disposicion y densidad, pues esta Gltima varia con la
intensidad de color. Puede verse muy bien el grado de madurez de una célula teniendo en cuenta
esta estructura cromatinica. Los nucleolos de las células jovenes se presentan de un color violeta
0 azul mas claro; cuando en los nucleolos se observan zonas completamente claras, no se trata de
nucléolos, los cuales siempre presentan una cierta estructura. Estas coloraciones son muy
apropiadas para los elementos neoplasicos, cuyos grandes nucleolos que indican inmadurez,
estructuras cromatinicas laxas, atipias, mitosis,... pueden estudiarse con gran detalle.

Los protoplasmas aparecen de color rosa palido (neutréfilos) o bien azules. Este color azul puede
variar desde tonos muy oscuros de las células plasmaticas y de los eritroblastos baséfilos, hasta
los claros tonos azul celeste de los linfocitos de gran protoplasma; se pueden reconocer siempre
si se trata de una estructura protoplasmatica hialina, granular o vacuolar. En el protoplasma
puede haber una mezcla de esturcturas basofilas y neutrofilas, dando unos tonos grises, como
pueden verse en los eritroblastos policromatofilos y en algunas células reticulares. En la
coloracion de las granulaciones es en donde la tincion de May-Grunwald y Giemsa supera mas
claramente a la de Giemsa. La granulacion neutréfila madura es de color encarnado; la inmadura
de los mielocitos neutrofilos es de color purpura. La granulacion de los eosinéfilos es rojo
anaranjada, a veces casi amarillenta y cuando la célula es joven, puede ser de tonos grises o azul
sucio. La de los basofilos es violeta oscura. Los linfocitos tienen pequefios granulos azuréfilos de
color rojo vivo, de tonalidad parecida a la de los monocitos.

Las plaquetas presentan una porcién periférica azulada y granulos centrales rojos. Usando la
tincion de Giemsa, los neutréfilos maduros son mas dificiles de identificar. Las vacuolizaciones
se presentan como zonas bien redondeadas privadas de toda coloracion. las substancias en
macrofagia, pueden tomar diversas coloraciones o bien tenerlas por si mismas, si contienen
pigmentos. En el caso de parasitos de la sangre y de los érganos hematopoyéticos, se consiguen
preparaciones de muy alta calidad, para observar Plasmodium, Leishmania, Tripanosoma.

Utilizacion:

Los reactivos del Kit de Tincion ya vienen preparados para su uso, no hace falta diluciones o
preparaciones previas. Preparar la solucion de trabajo de Giemsa en el momento previo a su uso.

1 Cubrir toda la superfiie de la extension con Metanol para fijar las extensiones

2 Dejar actuar 15 minutos

3 Escurrir si queda metanol y dejar secar al aire
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4 Afiadir el colorante de Giemsa recién preparado

5 Dejar actuar 20 minutos

6 Escurrir el colorante y lavar la extension con agua corriente

7 Dejar secar al aire

Precauciones y almacenamiento:

Debe tenerse precaucion en disponer de solucion reciente en las cubetas de tincién, evitando
excesiva contaminacion cruzada de colorantes de una cubeta a otra, y procurando descartar
aquellas cubetas que presenten precipitacion o excesiva evaporacion de la solucion.

Los portaobjetos con excesivos tiempos de tincidn aplicados no so Gtiles para un buen recuento y
clasificacion y observacion de la morfologia de los componentes celulares sanguineos. Los
frascos con las soluciones preparadas pueden conservarse a temperatura ambiente,
preferiblemente al abrigo de la luz. Rechazar los frascos que presentes precipitaciones excesivas
o0 gradientes o fases en su composicion. EI niamero de lote y la fecha de caducidad vienen
indicados en la etiqueta de cada frasco.

Control de Calidad:

Se realiza por tincidn sobre portaobjetos de una extension de sangre humana, fijada y conservada
convenientemente, para cada uno de los lotes producidos de Giemsa.
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