
M1TODOS RAPIDOS DE COLORACIUN DE

LAS FIBRAS ELASTICAS EN LOS ESPUTOS

PROCEDIMIENTO DE TINC16N SUCESIVA DEL BACILO

DE KOCH Y DE LAS FIBRAS ELASTICAS

por

A. GALLEGO

Parecera extrafio que haya todavia quien se dedique
a buscar nuevos m6todos de investigacion de las fibras
elasticas en los esputos. Se dira que la tecnica para el
reconocimiento de las fibras elasticas es cuesti6n agotada
y que la significacion de tales elementos en los esputos
no tiene gran importancia desde que se descubri6 el ba-
cilo de Koch. Sin embargo, no creemos en la existencia
de cuestiones agotadas ni nos preocupa la importancia de
los asuntos que nos proponemos estudiar. No hay derecho
a exigir a todos los investigadores que se dediquen Iinica
y exclusivamente a resolver el problema de la curaci6n
del cancer y de la tuberculosis. Ademas, bastard leer nues-
tro trabajo para convencerse de su oportunidad: i.0, por-
que ninguno de los m6todos propuestos hasta el dia para
la investigacion de las fibras elasticas en los esputos han
logrado imponerse alin en la mayoria de los laboratorios
de analisis clinicos; 2 .0, porque los mt todos de coloraci6n
mas en boga, el de la orceina y el de la fuchselina, son
m6todos de excepcion, el uno por su lentitud (24 horas)
y el otro por exigir el empleo de un colorante dificil de

16
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preparar, que se conserva mal y que solo es aplicable a
este fin: a la coloraci6n de las fibras elasticas, y 3 .0, por-

que en las obras que hemos tenido ocasion de consultar,
con exception quiza de la de Bezancon y De Jong, las

laminas que representan las fibras elasticas en los esputos,

son, mas que reproduction de tales fibras, vistas con el

microscopio, verdaderos esquemas que, lejos de servir de
gufa para orientarse en el examen de una preparation mi-

croscopica de esputos, inducen casi seguramente a error.
Asf, pues, siguiendo nuestra campana de democra-

tizaci6n de los procedimientos de laboratorio de mas apli-

caci6n a la clfnica, vamos a exponer los nuevos metodos

de coloration de las fibras elasticas en los esputos que, por

su rapidez, facilidad, seguridad y economfa permiten ser

utilizados diariamentc en cualquier laboratorio de ana-

lisis clinicos por insignificantes que sean sus recursos.

COMO ENCONTRAMOS PLANTEADO EL PROBLEMA

Despues de la coinunicacion presentada a la SOCIETAT

DE BIOLOGIA de Barcelona sobre eNuevos metodos de co-

loracion de las fibras elasticas en los tejidos)>, nuestro ex-

celente amigo el Dr. Dargallo , nos sugiri6 la idea de apli-

car a los esputos los mismos metodos que con tanto exito

habfamos empleado para la tincion de las fibras elasticas

de los tejidos. La idea nos parecio sencillamente admira-
ble y nos comprometimos a ponerla on practica tan pronto
tuviesemos ocasion oportuna.

Pero, claro esta, antes de decidirnos, cons ideramos un ele-

mental deber enterarnos de los terminos en que estaba plan-
teado el problema, a cuyo fin echamos una ojeada alas obras
clasicas de (M2 todos de exploration clinicm y, sobre todo,

alas ya mas especiales de *Analisis clinico de los esputoss.
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Pronto nos convencimus de quc cl problcina que nos

proponiamos no era cuestion definitivamente agotada. To-

dos los metodos propuestos hasta el dia, desde los mas

antiguos de Fenwick , Remak , Duval , Lereboullet , Balzer,

Herard y Cornil , hasta los mas modernos , el de la colo-

racibn con la orceina de Unna-Taenzer , propuesto ror

May y Barth , y el de la tincion con la fuchselina de Wei-

gert , preconizado por Sahli , nos parecieron poco practi

cas, y asi logramos explicarnos que, en la inmensa ma-

yoria de los laboratorios , no se intentase la investigacion

de las fibras elasticas en los esputos sino en casos real-

mente extracrdinarios.
El problema estaba planteado on los tenninos que, con

tanta claridad y galanura expone nuestro sabio amigo,
el prestigioso tisiologo Dr. Dargallo , en su admirable

Manual de andlisis clinico de los esputos.

«Coloracion de las fabras ehislicas del esputo. Hay que recurrir
.a una coloraci6n particular. El colorante preferible es el de Wei-
gert, que vende preparado la casa Griibler con el nombre de Far-
blosung u. lVeigert /. elast. Fasern (soluci6n colorante de Weigert
para las fibras elasticas). Las diversas muestras no tienen el mismo
valor colorante y deben preferirse aquellas en que el color es
negro-azul. Las que contienen tin colorante rojizo son inferiores
y menos electivas.

Este colorante que es el mas rapido y el que da imagenes
mas bellas y finas se lo puede preparar uno mismo segun la tec-
nica siguiente:

*Se preparan dos soluciones: Fuchina rubina (o magenta),
i gr. en agua dest. ioo c. c. y Resorcina 2 gr. en agua dest. ioo c. c.
y se mezclan en una capsula de porcelana que se pone al fuego.

*Se agita y cuando la mezcla entra en ebullici6n, sin dejar de
agitar, se vierten 25 C. c. de percloruro de hierro at 30 por ioo. Se
.agita durante 5 minutos mediante una varilla de vidrio, con lo
que se forma un precipitado barroso. Se retira la capsula del fuego,
se deja enfriar y se filtra cuidadosamente sobre un papel de filtro.

#El liquido que pasa se tira. Entonces el filtro con el dep6sito
se coloca en la capsula que ha servido pars la ebullici6n y se vier-
ten 200 C. c. de alcohol absoluto.
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>El contenido con la capsula debe de hervir de nuevo: el peli-

gro esta en que se infiamen los vapores de alcohol y se estropee el

colorante. Se evita hirviendo al baiio maria o sencillamente hir-

viendo agua en una capsula mas grande, apagando el foco cal,,-

rifico, cuando se havva llegado a la ebullicion v haciendo flotar la

capsula con el colorante en el agua hirviendo; el alcohol empieza

a hervir al cabo de poco. Si es menester, se vuelve a hervir el agua

v se vuelve a hacer flotar la capsula.
Despues de hervido el precipitado v el filtro en el alcohol, se

quitan los rectos del filtro v se deja enfriar. Se completan los

200 c. c. de alcohol (para reponer los que se han evaporado) y se

aiiaden :} c. c. de acido clorhidrico puro. Esta mezcla se conserva

bien dos o tres meses. No es menester filtrar antes de usarla.

» Para investigar las fibras elasticas puede bastar en ciertos

casos, cuando scan lo bastante abundantes, hacer la extension

del esputo como de ordinario, pero en general conviene que la

observacion recaiga sobre mayor cantidad de esputo, porque Ias

fibras elasticas son poco abundantes.

»Nosotros procedemos asi corrientemente:

sTomamos una buena cantidad de particulas que macroscopi-

camente nos prometan el mejor resultado, es decir, las mas puru-

lentas. y Ia colocamos sobre on porta-objetos. Luego la extension

en capa gruesa.
))Para hacer esta extension, con otro porta-objetos extendemos

la expectoracion groso modo y calentamos y agitamos al aire para

que se sequen algunas porciones. Despues, sobre estas porciones

secas extendemos las que no lo estan aun y hacemos una nueva

extension mas perfecta y nuevamente calentamos y agitamos at

aire. Con esto se secan otras porciones y repetimos la operacion

tantas veces como sea necesario, hasta lograr una extension en

capa homogcnea y gruesa. El esputo resulta ademas concentrado

porque se evapora una cierta cantidad de agua.

>Se puede lograr el mismo fin, extendiendo v secando sucesi-

vamente varias porciones de esputo sobre un mismo porta-objetos.

»No hay inconveniente en que la temperatura sea algo elevada,

porque las fibras elasticas resisten bien, ni en obtener una capa

gruesa de los esputos, porque la coloracion es electiva para las

fibras elasticas, es decir, porque solo se tiiien estas.

))Para obtener una gran cantidad de fibras elasticas y especial-

mente cuando el anterior procedimiento resulta negativo hay que

homogenizar previamente el esputo. Se toma en un frasco tapado

o sencillamente un tubo de ensavo una cierta cantidad de espu-

tos, 5, io o 15 c. c. y se aiiade igual cantidad de lejia de potasa o

de sosa al zo por ioo. La mezcla se agita bien hasta obtener una

homogenizacicin grosera. Luego se hierve hasta su completa diso-
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lucion en una capsula de porcelana o en el mismo tubo de ensayo.
La lejia disuelve todos los elementos del esputo respetando las
fibras elasticas.

»Lograda la disohicion, se diluve la mezcla en agua, en canti-

dad cuatto veces mayor vv el todo se deja sed;nientar en una copa

411 a?te 2}horns o, m jor. se c'nirifuga.

sEl dept sito se extiende sobre un porta-objetos. Si fuera dificil
pacer que se quede pegado , agr(•guese una pequefia particula de
esputo y la extension se lograra facilmente.

*Despues de la extension se fija la preparacion en alcohol abso-
luto durante 5 minutos , se vierte el alcohol y, sin lavar ni secar se
anade el colorante de Weigert . Este debe de actuar de 20 a 30 mi-
nutos por to menos , cuanto mas mejor. Luego se diferencia con
alcohol absoluto v se deja secar sin lavar con agua.

#Las fibras elasticas quedan en violeta rojizo , o en violeta
negro , segim el valor del colorante y el tiempo que ha actuado.

*Si se quiere se puede prescindir de la fijacion en el alcohol
absoluto, puesto que basta el alcohol del colorante . Tambien la
diferenciacion se puede hacer con alcohol clorhidrico al 3 por ioo
en lugar del alcohol absoluto . ( Bamberguer y Michaelis.)

*En lugar de la fuchselina . de Weigert se puede emplear la
orceina, segun la tecnica de Barth, que consiste en someter las pre-
paraciones 24 horas a la accion de la solucion siguiente : Orceina,
i gr.; agua, 40 c. c .; alcohol de 95°, 8o c . c.: acido nitrico , XL gotas.

aLuego lavar con agua y diferenciar con acido clorhidrico,
I gota, en alcohol de 95 °, 50 c.c.

fibras elasticas aparecen en rojo moreno - obscuro.»

Los PRIMEROS TANTEOS

No es nuestro proposito aparecer como un investiga-
dor que nada se le resiste, algo asi como un especialista

en la resolucibn de acertijos complicados. Al contrario; nos
interesa sobremanera hacer resaltar nuestros tanteos in-
fructuosos, el desaliento que nos causaron las primeras
derrotas, los razonamientos sencillamente infantiles que
se nos ocurrieron en los momentos de desorientacion, las
alegrias sin causas bien justificadas y en fin, las satisfac-
ciones que experimentamos al sentirnos duenos de hechos
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y fenomenos que primero jugaron con nosotros y poi fin
quedaron sometidos a nuestro capricho.

Nuestro trabajo tendra, pues, el sello de autobriograffa
que queremos aparezca en todos nuestras publicaciones.
Asf contribuiremos a combatir ese terror easi supersticioso
que se apodera de todo aficionado a los problem as biolo-
gicos ante la idea de realizar labor original, de Ilegar un
poco mas lejos que los demas investigadores, que, a su vez,
tambien pasaron por la fase de inodestos aficionados.

Se vera en el curso de nuestro trabajo Como cuanto hemos
logrado ha lido producto de la constancia, de la casuali-
dad, de la audacia, y, en menor grado, del razonamiento.

Comencemos ya a exponer nuestro punto de partida
en la labor que hemos realizado.

En nuestia comunicacion a la SOCIETAT DE BIOLOGfA

de Barcelona, presentamos Como definitivos tres metodoa

de coloracion de las fibras elasticas en los tejidos.

PRIMER DIETODO : FtchiMI acelica Fo not- a/it,n nico acetico
(Fa. Fal.)

I.° Fijacion en formol al ro por ioo.
2.° Cortes por congelacion.
3.° Tinciun con la fuchina de Ziehl diluida al 7•5 por 100 v

acetificada (agua destilada 4 c. c.; fuchina de Ziehl, VI gotas; acido,
acetico I gota), 5 minutos.

4.° Lavado en agua.
5.° \ iro-fijacion en formol aluminico acetico (soluciOn acuosa

de cloruro de aluminio al i por 100, 5 C. c.; formol, I gota; acida
acetico I gota) 10-15 minutos.

6.° Lavado en agua.
7.° Serie de alcoholes.
S.- Xilol fenicado. - Balsamo en xilol.

SEGUNDO mETODO: Ffchina acelica - For,i of /r rrico acetico
(Fa. Ffa.)

i.° Fijaciun en formol al io por mo.
2." Cortes por congelacion.
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3.0 Tincibn con la fuchina de Ziehl diluida al 7`5 por 100 v

acetificada, 5 minutos.
4.o Lavado en agua.

5.0 Viro•fijacion en formol ferrico acetico ( agua destilada

5 c. c. formol , I gota; percloruro de hierro , 111 gotas ; acido acetico,

I gota ), 5-1o minutos.
6.o Lavado en agua.

7.0 Serie de alcoholes.

8.° Xilol fenicado - Balsaino en xilol.

TERCER MMETOno: Fuchina acelica . - Formol nftrico . (Fa. Fn.)

i.0 Fijacion en formol al io por ioo.

2.° Cortes por congelacibn.
3.0 Tincion con fuchina de Zieh] diluida :.1 7.5 por loo N. ace-

tificada, 5 minutos.
4.0 Lavado en agua.
5.0 Viro-fijaciGn en formol nftrico ( agua destilada 5 C. c.;

formol , I gota; acido nftrico, I gota ). io minutos.

6.° Lavado en agua.
7.o Serie de alcoholes.

8.° Xilol fenicado - Balsamo en xilol.

Con tales metodos lograbamos tenir los nucleon en

violeta intenso; los citoplasmas en violeta palido ; las fibras

conjuntivas en violeta muy debil , ligeramente rosado; las

musculares , en rojo violaceo; el cartilago y las granula-

ciones de las celulas cebadas de Ehrlich , en violeta azu-

lado; la mucina en violeta negro y las fibras elasticas en

violeta intenso. Con el segundo metodo ( Fuchina acetica-

Formol ferrieo acetico) la coloracion de los epitelios pa-

vimentosos estratificados resultaba poco electiva, pero la

coloracion de las fibras elasticas era mas rapida y mas in-

tensa. El tercer metodo (Fuchina acetica-Formol nftrico)

nos parecia preferible a los otros dos.

Tambien en la citada comunicacion insistiamos en la

necesidad de usar, en ciertas ocasiones , un colorante de

fondo que permitiera el resalte de las fibras elasticas en los

6rganos poco ricos en estos elemento.. o en to quo, ,:nn
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siendolo, la extrema finura de tales fibras, o estar estas
entre gran numero de celulas de nucleon muy colorables,
impedian que se percibiesen con toda claridad por el poco
contraste entre el violeta intenso de las fibras elasticas
y el violeta tambien, aunque menos intenso, de los nu-
cleos. Y citabamos corno organos en que se daban tales
condiciones, la matriz (escasa en fibras elasticas) y el pul-
mon, principalmente el pulmon de carnero y de perro (ri-
cos en fibras, pero muy finas y entremezcladas con nu-
merosas celula_s de nucleos muy colorables).

En tales trios aconsejabamos el siguiente procedi-
miento:

SEPTI?IO PROCEPIMIEN TO: Carmin - Fuchiira acetica - For-
mol nitrico o Formol terrico acetico . (C. Fa. Fn. o Ffa.)

I.0

2.'

3•°

Fijacion en formol at io por too.
Cortes por congclacion.
Carmfn, cualquier formula, la de P. Mayer entre otras:

Caroziu alurninoso de P. Mayer

Acido carmfnico ............. 0`50 gramos
Alumbre potasico ............ 5
Agua destilada . ............. too c. C.

(Disolved en caliente y filtradi
I minuto.

4.1 Lavado en agua.
5.' l incion con fuchina de Ziehl diluida al 7'5 por loo y ace-

tificada, i minuto.
6.' Lavado en agua.

Viro-fijacion en forniol nitrico o en formol fcrrico ace-
tico, Io minutos.

8.' Lavado en agua.
9.' Serie de alcoholes.
to. Xilol fenicado - Balsamo en xilol.

Operando asi, los nucleos se tin-en en rojo violaceo, las
granulaciones de las celulas cebadas de Ehrlich y el car-
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tflago en violeta azulado, la mucina en violeta negro, la_,

fibras elasticas en violeta intenso. Con este procedimiento

habiamos logrado poner de manifiesto fibras elasticas que,

por su escasez o finura, ni siquiera se podia sospechar su

existencia.

Es mas; aconsejabamos que para obtener preparacio-

nes impecables se duplicase la cantidad de acido carmf-

nico en la formula de P. Mayer, pero haciendo la viro-fija-

cion con el formol ferrico acotico, pues si se usaba el for-

mol alumfnico, las fibras elasticas fuertemente impregnadas

por el carmfn, no eran visibles.

Era, pues, logico que, asf como May y Barth intenta-

ron la coloracion de las fibras elasticas en los esputos
utilizando la orceina, clue va Unna y Taenzer habfan en-

sayado con exito en la coloracion de las fibras en los teji-

dos, y asi como Sahli procedio de igual suerte utilizando

la fuchselina, que Weigert empleaba corrientemente en
tecnica histologica, tambien nosotros tratasemos de en-
sayar la tincion de las fibras elasticas en los esputos con los

mismos metodos que habiamos logrado la coloracion de
las ya mentadas fibras elasticas en los tejidos.

Como el procedimiento de coloracion con el carmin, la

fuchina acetica y el formol nftrico, nos habfa dado exce-

lente resultado en nuestras investigaciones histologicas,

sobre todo cuando parecfa que fracasaban los tres metodos

fundamentales, se nos ocurrio emplear este procedimiento,

como el mas sensible, para lograr la coloracion de las fibras

elasticas en los esputos, y en la seguridad de que, Si lo-

grabamos tenirlas, no nos pasarfan inadvertidas por in-

significantes que fuesen en numero y dimensiones y por

alteradas que se encontrasen, pues no en vano habiamos

heche cientos de preparaciones que nos permitieron ver,

en los diferentes organos del hombre y de los animales

domesticos, fibras elasticas de todos los tipos y formas, y
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ALGUNOS PROGRESOS REALIZADOS EN LA TECNICA

Comenzamos entonces a contemplar nuestra obra. Exa-
minamos con detenimiento toda la preparacion empleando
una amplification de unos zoo diametros, ya que en estas
conditions podiamos ver con toda claridad fibras elas-
ticas muy finis, que aparecian con mayor esbeltez a estos
aumentos y nos sorprendio en seguida observar que tales
fibras ocupaban precisamente los bordes de la preparacion,
la parte memos gruesa. Advertimos tambien que en dichos
bordes la coloration con el carmin era mas intensa. Ha,ia el
centro de la preparacion no se veia ninguna fibra elastica
y la coloraeion con el carmin resultaba mucho mds debil,
en rosy polido. Observamos todavfa otro detalle: examinando
la preparacion a Boo diametros apreciamos tambien quo
los bacilos de Koch parecian acumularse en los bordes. En
el centro de la preparacion no se veian ni fibras eldsticas, ni
bacilos de Koch, ni celulas.

Como explicar estos hechos?
Tenimos otras preparaciones en las que la extension

era aim mas gruesa y el resultado fue el mismo y aun
quiza mas acentuado. Pero ya al hacer nuevos ensayos
con otra preparacion, la de mayor espesor, nos apercibi-
mos de que al tratar de secarla para proceder al montaje,
mientras los hordes estaban ya completamente secos, la
parte central perrnanecia hiumeda, y calentando intensa-
mente or el centro se agrieto, se /ormaron ampollas y se
desprendio, quedando la preparacion reducida a un ani-
llo periferico. Esto obedecio quiza a que el esputo era fran-
camente purulento, pues en otros muchos esputos muco-
purulentos que hemos examinado no pudimos comprobar
nada semejante. Sin embargo, nosotros supimos aprove-
charnos del fracaso tecnico, pues en seguida nos dimos
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cuenta de lo que nos habia sorprendido: las preparaciones

demasiado gruesas no se fijaban bien y la /alta de fijacion

impedia la coloracion de las fibras eldsticas, de los bacilos

y de las celulas.

Se nos ocurri6 sobrefijar otras preparaciones, llegando

hasta tostarlas, y la tinci6n de todos los elementos - fi-

bras elasticas, bacilos y celulas -mejor6.

Resuelto ya el segundo problema que nos habiamos

propucste - coloracion sucesiva del bacilo de Koch y de

]as fibras elasticas - supusimos que habiamos resuelto

el primero - coloracion simple de las fibras elasticas -

pues que, en ultimo termino, habiamos logrado un proce-

dimiento que debia derivar necesariamente de un metodo.

No obstante, acostumbrados ya a ]as peripecias de los

trabajos de investigaci6n, decidimos ensayar el metodo que

habiamos dado por resuelto: la coloracion simple de las

fibras elasticas en los esputos con el cannin, la fuchina

acetica y el formol ferrico-acetico.

A este objeto empleamos la tecnica siguiente: i.e, co-

loraci6n con el carmfn, i minuto; 2.0, lavado en aqua;

3.0, tincion con la fuchina de Ziehl diluida al 7'5 por zoo,

y acetificada, i minuto; 4.0, lavado en agua; 5 .0, fonnol

ferrico-acetico, ro minutos; 6.0, lavado, secado y montaje.

Y en efecto, contra lo que presentiamos, las fibras eldsti-

cas quedaroa sin tenir...

tPor que no se tenian las fibras elasticas?

No era 16gico suponer que la coloracion previa con la

fuchina de Ziehl, en caliente, durante io minutos, influ-

yese en la tincion ulterior de las fibras elasticas con ]a

fuchina diluida y el fonnol ferrico, previa acci6n del car-

min. Pero podia influir quiza el acido nitrico o el alcohol

de 600 que usabamos como decolorantes.

Para salir de dudas intentamos tres ensayos, a saber:

i.0, hacer actuar el acido nitrico al I/3 durante dos minu-
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tos, continuando despues lay restantes operaciones para
tenir las fibras elasticas (carmfn, fuchina diluida y formol
ferrico acetico); 2 .0, accion previa del alcohol de 600, por
5 minutos, seguida del empleo de los colorantes ya cita-
dos; 3.°, tratamiento previo con el acido nitrico al `/3 y
el alcohol de 600, 2 y 5 minutos respectivamente y colo-
racion consecutiva con el carmfn, fuchina diluida y for-
mol ferrico acetico. Las fibras elasticas se tineron, aunque
debilmente, en violeta nuty ^dlido, en el I.0 y 3.0 ensayo, sin
que, comparando detenidamcnte las dos preparaciones lo-
gradas, se advirtiesen diferencias ostensibles. No habfa,
pues, duda de que la accion previa del acido nitrico al f/3
influfa en la coloracion de las fibras elasticas con la fu-
china y el formol ferrico acetico.

Sin embargo, el problema no estaba completamente
resuelto: la coloracion de las fibras elasticas era muy de-
bil, comparada con la que adquirfan cuando se operaba
siguiendo la tecnica ya citada para la coloracion del ba-
cilo de Koch y de las fibras elasticas.

Cierto que la accion previa del acido nitrico mejo-
raba la tincibn, pero no debia ser indiferente el calor (el
calor hdmedo podrfamos decir) ya que la coloracion de
las fibras elasticas, despues de haber actuado la fuchina
en caliente, era infinitamente mis intensa, y este efecto,
como ya hemos dicho, no podia atribuirse al colorante,
y si a la forma en que se empleaba. El calor, actuando como
fijador, o acentuando la fijaci6n, debia influir seguramente
en la coloracion de las fibias elasticas, y asi se explicaba
el hecho de que, en las preparaciones gruesas, mal fijadas,
la tincibn de las fibras no se operase sino en los puntos en
que el espesor era menor, y, por consiguiente, la fijacibn
mas completa. No ejerceria alguna influencia, tambien, el
acido fenico que entraba en la composicibn de la fuchina
de Ziehl?



Treballs de la Societal de Biologia. 1917 ^^-; 5

Se imponfan tres ensayos: i.0, tratamiento previo de la

preparacidn por el agua caliente (hasta la emision de

vapores); 2 .0, accion previa de la solucion de acido fenico

al 5 por ioo calentada asimismo hasta la emision de va-

pores: 3 .0, influencia tambien previa de la solucion de

acido fenico on frfo y, on estos tres casos, coloracion ulte-

rior con carmfn, fuchina diluida al 7'5 por ioo y formol fe-

rrieo acetico. Las fibras elasticas se tineron bien en las fPre-

Paraciones que estuvieron sometidas a la accion del agua y

de la solucion de dcido fenico en caliente. Quedaba demos-

trada la accion favorable del calor y del acido nitrico para

la coloracion consecutiva de las fibras elasticas con la

fuchina y el formol ferrico acetico.

Se nos ocurrio entonces hacer una parodia de tincion

del bacilo de Koch, y una coloracion real de las fibras

elasticas, empleando, en vez de fuchina de Ziehl, agua

oidinaria calentada hasta la emision de vapores y durante

io minutos, continuando las demas operaciones (acido

nitrico al i/3, alcohol de 6o0, carman, fuchina diluida y for-

mol ferrico acetico). Las fibras elasticas se tineron per-

fectamente en violeta.

Substituimos el agua y la solucion de acido fenico por

el formol al io por ioo caliente y todavfa mejoraron un

poco los resultados.

Creyendo ya comprendido el efecto del calor y del

acido nitrico, esto es, suponiendo que uno y otro actuaban

como fijadores, decidimos invertir los tenninos, empleando,

primero, el acido nitrico y ,despu6s, el formol, al io poi ioo

en caliente, con lo que conseguirfamos probablemente

una fijacion qufmica (precipitaci6n qufmica de la albumina

con el acido nitrico al I/3) y otra fijaci6n ffsicoqufmica

(precipitacidn y coagulacidn de la albumina con el formol

al io por ioo y en caliente) continuando luego las demas

operaciones para la coloracion de las fibras elasticas. Este
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ensayo fue Coronado por el exito mas lisonjero: las fibras

eldsticas se tineron intensarnente en violeta. Era preferible la
doble fijacion con el dcido nitrico v el formol al- io or ioo
en caliente, que la que se lograba con este ultimo agente y el
acido nitrico.

Tratando de simplificar la tecnica, quisimos ensayar la
doble fijacion simultanea utilizando el forinol nitrico (agua
go c. c.; formol zo c. (-.; acido nitrico 7'5 c. c.) en caliente,
y durante 5 minutos, y el resto de las operaciones en la
forma indicada. La coloracion de las fibras elasticas, aun-
que muy aceptable, fue peor que en el ensayo anterior.

Teniamos ya un metodo seguro para la coloracion situ ple
de las fibras elasticas en los esputos. He aqul su tecnica:

i.0 Extension en capa delgada; 2.0 Fijacion por el ca-
]or (tres pase^ por la llama); 3.0 Precipitacion qufmica de
la albumina con el acido nitrico a] I/3, 2 minutos; 4.0 La-
vado en agua; 5.0 Precipitacion y coagulacion de la albu-
mina con el formol al io por ioo en caliente (hasta la
envision de vapores), 5 minutos. 6.0 Lavado en agua.
7.0 Carmin aluminico de P. Mayer, i minuto. 8.0 Lavado
en agua. 9.0 Coloracion con la fuchina de Ziehl dilufda
al 7'5 por ioo y acetificada, i minuto. io. Lavado en agua.
ii. Formol ferrico acetico, io minutos. 12. Lavado, secado
y montaje.

Fibras elasticas en violeta; nucleos y mucina en rojo.

* *

El nuevo metodo de coloracion de las fibras elasticas
en los esputos, aunque seguro y mas rapido que el de la
coloracion con la orceina y la fuchselina, no nos satisfacia
completamente : resultaba demasiado lento y exigia el
empleo del carmin , colorante poco empleado en los la
boratorios en que suelen hacerse analisis de esputos.
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Pensamos en substituir el cannfn por otros colorantes
rojos. Elegimos entre 6stos la eosina y la safranina, por
ser los de mas frecuente aplicaci6n. Ensayamos ambos,
utilizandolos en soluci6n acuosa al i por ioo y dejando-
los actuar un minuto , no variando las demas fases de la
t6cnica. La safranina se comportb mejor que la eosina.
Esta ultima dificultaba la coloracibn de las fibras elasticas
con ]a fuchina y el formol f6rrico ac6tico, adquiriendo un
color rosa-violaceo poco distinto del fondo rosa de la pre-
paraci6n. Ni ]a eosina ni la safranina podian substituir
al carman.

Pei o estabamos decididos a suprimir la coloracibn
con el carmfn, que nos pares fa una complicaci6n inutil,
ya que no desempei aba mas papel que el de colorante
de fondo, impidiendo a la vez que la fuchina se fijase
sobre otros elementos distintos de las fibras elasticas.

Para resolver este problema, optainos por realizar una
serie de ensayos de tinci6n de las fibras elasticas, no en
los esputos, asunto para nosotros demasiado nuevo, si no
en Jos tejidos que nos era mas familiar.

Empleando entonces la coloracibn: carmfn - fuchina
ac6tica - formol nitrico, nos sorprendib que no se tinesen
]as fibras elasticas. En seguida nos dimos cuenta de que
estabamos usando un carmfn de P. Mayer que habfamos
modificado, doblando Ia cantidad de acido carmfnico, esto
es, empleando i gramo para ioo c. c. de la solucion colo-
rante, en lugar de 0'50, y que no tuvimos la precaucion
de anotarlo en la etiqueta del frasco que contenfa tal
solucion.

Repetimos el ensayo utilizando la solucion de carman,
segun la formula clasica de P. Mayer, y terminando la
coloracibn con la fuchina ac6tica y el formol nitrico: las
fibras elasticas se tifieron en violeta, resaltando sobre la
coloracibn rojo violacea del fondo de ]a preparacibn.

17
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Volviendo a la tincion de las fibras elasticas en los

esputos, tenimos una preparacion siguiendo esta tecnica:

acido nitrico al I/3 - formol en caliente - carmin alumi-

noso de P. Mayer (acido carmfnico 0'5o gramos por ioo)

- fuchina acetica - formol nitrico (agua destilada 40 c. c.;

formol, VIII gotas y acido nitrico, VIII gotas). Las fibras

elasticas se tifieron perfectamente en violeta; las celulas

y la mucina en rojo algo violaceo. Hasta este momento

no logramos darnos cuenta de nuestro fracaso al realizar

el primer ensayo de coloracion sucesiva del bacilo de

Koch y de Jas fibras elasticas (Ziehl en caliente - acido

nitrico al `/3 - alcohol de 60° - carmin de Mayer (con

doble cantidad de acido carmfnico) - fuchina acetica-

-formol nitrico). El fracaso no tenfa mas quo una explica-

cion posible: la excesiva concentracion en acido catmfnico

de la soluci6n de P. Mayer, impedfa la coloracion de las

fibras elasticas con la fuchina acetica y el formol nitrico.

Tambien nos dimos entonces perfecta explicaci6n de

nuestro exito al substituir el formol nitrico por el formol

ferrico acetico: este ultimo era un mordiente mas energico

de la fuchina en la coloracion de las fibras elasticas.

Satisfechos de habernos dado explicacion de un fra-

caso - porque fracaso explicado exito seguro - y precisa-

mente cuando volvimos a nuestro campo, al de la Tec-

nica histol6gica, nos parecio prudente continuar nuestros

ensayos de coloracion de las fibras elasticas en los tejidos,

porque los exitos que aquf lograsemos, pronto o tarde ha-

bfan de traducirse en facilidades para lograr la tincion de

las fibras elasticas en los esputos.

Sabfamos ya por multiples experiencias realizadas me-

ses atras, que, si hacfamos actuar sobre los cortes micro-

tomicos obtenidos por congelaci6n, una solucion al i por ioo

de cloruro de aluminio, la coloracion ulterior con la fuchina

acetica y el formol alumfnico, permitfa un mayor resalte
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de las fibras elasticas, porque estas se tenfan en violeta
intenso y los nucleos de todas las celulas en violeta pa-
lido. Ensayamos esta coloracion: cloruro alumfnico - car-
min al uninoso de P. Mayer (formula clasica) - fuchina
acetica - formol alumfnico acetico. La coloracion roja
intensa de los nucleos y protoplasmas permitfa una dis-
tincion mas facil de las fibras elasticas tefiidas en violeta
intenso.

Llevamos este ensayo a la tincion de ]as fibras elasticas
en los esputos con las consiguientes modificaciones tec-
nicas (extemion en capa delgada - fijacion por el calor -
acido nftrico al I/3 y formol en caliente-cloruro alumfnico
al Z por ioo - carmfn.. - fuchina acetica - formol alu-
mfnico acetico y el resultado fue el que esperabamos. Las
fibras elasticas se tineron en violeta intenso; las celulas y la
mucina en rojo.

Tenfamos ya casi t:rasladados a la tecnica de la colo-
racion de las fibras elasticas en los esputos, aunque con
las modificaciones consiguientes, los tres metodos funda-
mentales de tincion que corrientemente usabamos en la
coloracion de las mismas fibras en los tejidos. Printer rne-
todo: fuchina acetica - formol alumfnico acetico. Segundo
rnetodo: fuchina a.eetica - formol ferrico acetico. Tercer
metodo: fuchina acetica - formol nftrico.

Pero segufamos preocupados con la idea de substituir
el carmfn por otro colorante, porque nos temfamos que si
llegabamos a publicar los nuevos metodos de coloracion
de las fibras elasticas en los esputos, considerando como
necesaria la coloracion de fondo con el carmfn, este solo
detalle habfa de constituir un gran obstaculo para que se
ensayasen en los laboratorios de analisis clfnicos, donde
indudablemente se ha c.eclarado la guerra al carmfn. Por
lo demas, la substitution del carmfn por la safranina o la
-eosina no era recomendable.
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Un golpe de audacia nos llev6 a ensayar la coloracion

de las fibras elasticas en los esputos sin tincion de contraste,

esto es, suprimiendo el carmfn y realizando todas las de-

mis operaciones hasta terminar con la viro-fijacion con el

formol ferrico acetico. Las fibras eldsticas se tineron, como

siempre, en violeta; las eelulas y mucina tambien en violeta,

Pero niuy debil. La diferencia de tono de color era lo bas-

tante acentuada para poder prescindir de la coloracion

de fondo.
El mismo ensayo substituyendo el formol ferrico acetico

por el formol nitrico o por el formol alumfnico, no nos dejo

tan satisfechos: la coloracion de fondo era casi tan intensa

como la de las fibras eldsticas y, siendo muy finas , Podian

confundirse con las fibras de inucina o con fibras de cronia-

tina resultantes de alteraciones nucleares.

Aunque el problema de la coloracion de las fibras elas-

ticas en los esputos, sin tincion previa con el carmfn, no es-

taba definitivamente resuelto, habfamos abierto una buena

brecha en la tecnica y estabamos seguros de conseguirlo.

Este, como otros problemas, no podia ser resuelto por el

procedimiento de la atenci6n aguda: habia que llegar a la

atenci6n crbnica y hasta la preocupacion.

ANALISIS DE CADA UNO DE LOS FACTORES QUE INTERVIE-

NEN EN LA COLORAC16N DE LAS FIBRAS ELASTICAS

Entretanto habia que analizar cada uno de los factores

que necesitabamos poner en juego para tenir ]as fibras

elasticas en los esputos.

La emprendimos primero con el acido nitrico al /3.

tPor que habia de ser necesario emplear el acido nitrico

a esta concentration? Si, como suponfamos, el acido ni-

trico actuaba como fijador, no debia haber inconveniente



Treballs de la Societat de Biologia . tgt7 261

en emplear la solucion al 7'5 por too ya que, a esta misma

concentracion y con el mismo fin, habfamos empleado di-

cho acido en Tecnica histologica. Ensayamos la solucion

de acido nftrico al 7'5 per ioo, o mejor al 8 por ioo por

ser mas facil de preparar (X gotas de acido nftrico por 5 c. C.
de agua, en substitucion del acido nftrico al `/3, haciendo

despues todas las demas operaciones hasta la viro-fijacion

con formol ferrico acetico, y obtuvimos una coloracibn mu-

cho mas interrsa de las fibras elasticas, sin que apenas se

modificase la tinci6n de fondo (violeta palido). Aun con-

tando con el fracaso, rebajamos la concentracion del acidc

nitrico has to al i por ioo y, sin embargo, el resultado fue

tan bueno como en el caso anterior. Quisimos saber si

convendrfa o no aumentar o disminuir el tiempo de ac-

cion del acido nitrico al i por Zoo, llegando a convencer-

nos de que, sin inconveniente, podia disminuirse hasta

unos Zo segundos.

Tratamos de averiguar si era o no preci.,o emplear el
formol al 1o por 100 o si convendrfa aumentar o disminuir
su contentracion. Iguales resultados obtuvimos con so-
luciones al 5 por 10o y al 20 por 100, pero como la solucion
al 1o por 100 la empleabamos corrientemente como fija-
dor en Tecnica histologica, seguimos empleandola tarn-
bien para la fijacion de lo; esputos. Necesitabamos saber
a que temperatura obrarfa mas favorablemente la solu-
cion de formol al 1o por Zoo. A este fin, vertimos la solu-
cion en una capsula de porcelana, que calentamos con una
lamparilla de alcohol y sumergimos en dicha solucion un
termometro. Tras de muchos tanteos nos convencimos de
que la accion del formol no variaba gran cosa a partir de la
temperature de 450 a 700, pero notamos que, haciendo la
fijacion con formol al 1o por loo, a estas temperaturas y
sumergiendo las preparaciones en el lfquido que contenfa
la capsula, habfa gran desigualdad de unas a otras prepara-
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ciones on cuanto a la intensidad de coloraci6n de las fibras

elastica_s . Esto obedecfa a que, al evaporarse el formol,

disminufa naturalmente su concentraci6n hasty quedar

muy debajo de 5 por zoo.

Empleamos recipientes cerrados (cubetas de Borrel ta-

padas o frascos de boca ancha con tap6n esmerilado) donde

colocabamos la soluci6n de forniol v calentabamos en

bano maria . Pero, aun procediendo asf, al entrar y sacar

las preparaciones se evaporara el formol , por to que vol-

vimos al empleo de la plating de Malassez, colocando en.

ellas las preparaciones , cubriendolas con solucion de for-

mol al 1o por zoo y calentando hasty la emisi6n de va-

pores, o mejor an, hasta la aparici6n de las primeras

burhujas , logrando do esta suerte resultados uniformes,

pues para cada prcparaci6n usabamo; nueva soluci6n de

formol . Lo que si nos llam6 la atenci6n fue quo, en lo;

casos on que por descuido , calentabamc^; demasiado la so-

lucion de formol v llegaba a secarse la preparaci6n , no con-

seguiamos tenir las fibras elasticas . Pudimos desdc enton-

ces fomiular esta regla absoluta : des/Tn!es de la accion del

forniol no debug dejarse secar las /reparaciones . Tratando

de averiguar el tiempo mfnimo que podia actuar la solu-

ci6n del formol, Ilegamo, a persuadirnos de que bastaba.

con io segundos , lo que unido al detalle analogo refe-

rente al tiempo de acci6n del acido nitrico nos satisfizo

grandemente , ya que no, permitia abreviar en algunos

minutos la duraci6n do la tecnica . Intentamos substituir la

solucion do formol a] io por zoo por la de sublimr_do

al 3 por zoo , pero el resultado fue desasiroso . Luego,

guiados por no sabemos que idea, que nos es imposible

recordar , sumergimos una preparacion , ya tratada por el

acido nitrico al i por 10o y por el formol al 1o por 100

en caliente , otra vez en la solucion de acido nitrico durante

un minuto, y tcrminadas tedas las operacio1 -a de tin-
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cion nos sorprendio el detalle de que las fibras elasticas

quedaron tenidas mucho mas intensamente. Repetirnos

el ensayo y siempre con magnificos resultados. No podfa-

mos explicarnos el por que. La teorfa, sin embargo, parecia

ser esta: el formol al io por zoo y en caliente actr a como

fijador; el acido nftrico al i por ioo como sensibilizador

y la fuchina y el formol ferrico acetico como complemento.

Pasamos a estudiar las modificaciones posibles en cl

colorante, fuchina de Ziehl dilufda al 7'5 por zoo v aceti-

ficada (agua destilada 40 c. c.; fuchina de Ziehl, LX gotas;

acido acetico VIII gotas), aunque con cierta desconfianza,

ya que, despues de muchos tanteo_;, habfamo, optado

por esta formula en nuestros trabajos de coloracion de las

fibras elasticas en los tejidos. Aumentamos la cantidad

de fuchina y aunque logramos tenir m.as intensamente lay

fibras elasticas, la coloracion de fordo ,e acentuo en el

mismo grado.

Esto no nos convenfa. Disminuimos la proporcion de

fuchina hasta el 5 por ioo y ya no lograno; tenir las fibras

elasticas. Suprimimos el acido acetico y obtuvinlo.s el

mis.mo efecto que aumentando la cantidad de fuchina.

Decidimos, pues, no cambiar la formula de la solucion

colorante.

Le toco el turno al fonnol ferrico acetico. Cambiamos

la proporcion del formol sin lograr sensibles ventajas.

Desde el I por roo al io por ioo se, comportaba igual. Tam-

poco influvO la supresion del acido acetico y optamos

por suprimirle. No nos atrevfamos a disminuir el tiempo

de accion del formol ferrico acetico, porque parecia el

tiempo mfnimo absolutamente necesario para lograr la

coloracion de las fibras elasticas como ya habfamos obser-

vado operando en cortes histologicos. Sin embargo, nos de-

cidimos a abreviar su accion y vim.os con la natural sor-

pre:-,a, que lppocifa disminuirse hasta to segundcx, to que
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significaba un gran avance para conseguir la coloracion de
[as fibras elasticas con rapidez.

Del analuis que hicimos de cada uno de lox factores
que intervenian en la coloracion de has fibras elasticas en
lox esputos resulto modificada la tecnica en esta forma:
1-0 Extension en capa delgada. 2.0 Fijacion por el calor
(tres pases con la Ilaina^. V) Precipitacion de la albumina
con el acido nitrico al i por ioo, Zo segundos. 4.0 Lavado
en agua. 5.0 Coagulacion y precipita.cion de la albumina
con formol al io por ioo en caliente (hasta la aparicion de
las primeras burbujas) io segundos. 6.0 Sin dejar secar,
lavado en agua. 7.0 Sensibilizacion de las fibras elastic,;
con el acido nitrico al i por Zoo, i minuto. 8.0 Lavado.
9.0 Tincion con la fuchina de Ziehl diluida al 7`5 por Zoo
y acetificada, i minuto. Zo. Lavado. Zi. Viro-fijacion en
formol ferrico, Zo segundos. 12. Secado y montaje. Fibras
elasticas en violeta intenso; nucleos celulares y mucina
en violeta palido.

NUEVAS VENTAJAS CONSEGUIDAS EN LA TECNICA

Habiamos terminado nuestros ensayos utilizando es-
putos de tuberculoso expulsados hacia cuatro dias. Quisi-
mos ensayar la nueva tecnica, en esputos procedentes de
otro enfermo tambif n tuberculoso y nuestra sorpresa no
tuvo limites al ver que no lograbamos, ni mucho mends,
el buen resultado que habiamos considerado absolutamente
seguro. Las fibras elasticas se tenian debilmente y en
cambio aumentaba la intensidad de la coloracion de
fondo (celulas y mucina). Para lograr buenas coloraciones
de fibras elasticas nos vimos en la precision de recurrir
otra vez a la coloracion previa con el carmin. Esto era ya
para perder la paciencia.
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Sospechando que el acido nitrico al Z por zoo, al me-

nos cuando le haciamos actuar despues del formol en ca-

liente, actuaba Como sensibilizador de las fibras elasticas,

creimos que seria posible substituirle por otros sensibili-

zadores mas energicos y ensayamos el cloruro de aluminio

al i por zoo y el percloruro de hierro tambien al z por ioo.

EI primero no nos dejb satisfechos. EI Segundo, aunque

no colm6 nuestros deseos, nos parecib preferible, pues con

el conseguimos una coloracibn de fondo tan dbbil, que, a

pesar de quedar poco tenidas las fibras elasticas, se per-

cibfan con gran facilidad.

Este resultado nos hizo pensar en que quiza obtu-

viesemos buenas resultados agregando percloruro de hie-

rro al foiYnol nitrico _y aun al formol alum{nico, pues si con

estos ultimos habiamos conseguido una intensa coloracibn

de las fibras elasticas, aunque con el inconveniente de

resultar demasiado fuerte la coloracibn de fondo, era casi

seguro que este inconveniente desapareciese, porque, por

to visto, el percloruro de hierro se comportaba Como una

especie cle correctivo en cuanto a la coloracibn de fondo.

Hicimo; el ensayo utilizando Como sensibilizador el acido

nitrico a1 Z por too y como viro-fijador el formol nitrico

fbrrico asf preparado:

Agua destilada ............. 40 C. C.
Formol .................. VIII gotas
Acido nitrico ............... VIII
Peicloruro de hierro ......... 11

La coloracion de las fibras elasticas resultb tan in-

tensa como en las preparaciones en que habfamo, em-

pleado el formol nitrico, pero en cambio, la coloracion de

fondo aparecib tan debil como en las en que hicimos la

sensibilizacion con el percloniro de hierro. La mejora era
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indiscutible. Repetidos ensayos noss convencieron de que
el formol nitrico ferrico era preferible al formol nitrico
y al forniol ferrico.

Al zealizar estos ultimos ensayos y al reparar en que
disponfamos de muy pocos cubre-objetos, se nos ocurrio
un medio de prescindir de epos. Seca ya la preparacion,
despues del ultirno lavado, y estando todavfa caliente el

porta-objetos, extendimos sobre la preparacion una gota
de balsamo del Canada disuelto en xilol, utilizando al
efecto una varilla de vidrio, y al evaporarse el xilol quedo
el balsamo con la -dureza y transparencia, suficientes para
poder examinar la preparacion con toda comodidad y hasta
con objetivo de inmersion.

Visto el buen resultado conseguido con el formol nf-
tiico ferrico, ensayamos el fonnol aluminico ferrico:

Solution acuosa de cloruro de
aluminio al i por Zoo .... 40 c. c.

Formol .................... VIII gotas
Percloruro de hierro ......... II

y tambien logramos resultados muy aceptables.
Tenfamos ya tres vino-fijadores que parecian excelen-

tes: el formel ferrico, el fonnol nitrico ferrico y el formol
alurnfnico ferrico.

Pero al querer pacer nuevas prcparaciones con esputos
recientes (de pocas horas) surgieron ]as mismas dificulta-

des que la vez anterior.
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ESPUTOS PECIENTES Y ESPUTOS ANTIGUOS. DIFIGULTA-

DES PARA LOGRAR LA COLORACION DE LAS FIBRAS ELAS-

TICAS EN LOS PRIMEROS Y FACILIDADES PARA CONSE-

GUIRLA EN LOS ULTIMOS.

Habia motivos para desesperaree. Estuvimos a punto

de abandonar la labor convencidos de nuestra incapacidad

para los trabajos de laboratorio. No obstante, reflexio-

nando con toda calma, llegamos a persuadirnos de que

]as dificultades tecnicas con que tropezabamos eran en

realidad una gran ensefianza.

For de pronto habiamos conseguido conocer cierta^ par-

ticularidades de los esputos que ni siquiera podiamos sos-

pcchar. En efecto; sabiamos ahora que los esputos tuber-

culosos, casi sicmpre muco-purulentos, experimentaban

en pocos dias modificaciones en extrerno sorprendentes.

Recien expulsados, a las pocas horas, y aun en el memo

dia, son espesos, casi solidos, se extienden mal, sobre todo

los muy mucosos, porque se secan pronto y las preparacio-

nes no son uniformes, sino comp aranadas y con brillo; las

celulas epiteliales y los leucocitos se tinen intensamente por

los colorantes, pero como al hacer ]a extension con agujas

se ban desgarrado unas y otros, la cromatina aparece con

un aspecto marcadamente fibrilar; la; fibras elasticas se

tinen mal, aparecen mas palidas, y como se hallan entre-

mezcladas con las fibrillae resultantes de rasgaduras y

estiramiento, de los nuclcos, es dificil distinguirlas. Los

esputos antiguos (de 4, 5 o mas dias) experimentan una

verdadera fusion, transformandose en una masa liquida,

muy fluida, opaca, con pequenos grumps que hasta llegan

a desaparecer, operandose, por decirlo asi, una homogeni-

zacion espontanea; su extension es facil, porque el esputo

tarda en secarse y las preparaciones resu]tan unifonnes y
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sin brillo; las celula_5 epiteliales y las leucocito^ sufren el
proceso de h>;tolisis, disminuye poc:o a poco su apetencia
por los colorantes hasta desaparecer, y como no se desga-
rran durante las maniobias de la extension , la imagen mi-
crosc6pica pierde su aspecto fibril^ir, dando la engaiiosa
apariencia de hallarse mejor conservados, hasta que Mega
el momento de la completa cariolisi;; las fibras elastica;
resisten al proceso hi;tolitico muchi;imo mejor que los ele-
mentos celulares citados, y lejos de perder su afinidad por
los colorantes , se acentua cada vez mas, se tiiien mas in-
tensamente (r), to que, unido a la desaparicion del aspecto
fibrilar de la cromatina nuclear, permite distinguirlas con
toda facilidad. Tales cambios de los esputos ::blo se ob;er-
van cuando se dejan abandonados en recipientes tapada^
(Cajas de Petri, etc.), pero no cuando se exponen al
wire, pues en este caso se secan pronto y no son mane-
jables.

Quedaban explicados nuestros exitos y fracasos. En
los primeros ensayos tenfamos siempre necesidad de hacer
la coloracion de fondo con carmin : era que operabamos con
esputos recientes , pues nos mandaban al laboratorio las
preparaciones ya extenctidas y fijadas. En ensayos pos-
teriores pudimos suprimir la tincion con carmfn : recafan
nuestras ins°estigaciones sobre esputos antiguos , que ha-
bfamos Nevado al Iaboratorio para tener materia sobre
que operar siempre que se nos antojase.

En una palabra: dominabamos la tecnica de la colora-
cibn de las fibras elasticas en los esputos antiguos (de
3 a 5 dins ) y nos restaba llegar al mismo resultado en los
recientes , aunque, utilizando el carmin como colorante
de fondo , con;eguim^ siempre admirables preparaciones.

(i) La de Fis fib ras eli6iti-c-t 4 pu --^I! awi I ogra! s,! evi es") I toi
q-it dat.!n Lie trei ni.-ios.
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El problema se complicaba y se simplificaba a un mismo

tiempo. Parecfa que habfa necesidad de emplear varios

motodos, segun se tratase de esputos recientes o antiguos

y aun quiza uno para cada dfa.

Necesitabamos a todo trance una explication perfec-

tamente razonada del m.ecanismo de la coloracibn de ]as

fibras elasticas. La teoria que nos habfamos formulado

pasta entonces no nos satisfacfa. tPor que habfa de ser

necesaria Ia triple fijacion con el calor, el acido nftrico

al i por ioo y el formol a] io por ioo en caliente? Esto era

sencillamente absurdo. En cambio nos parecio muy 16-

gica la hipbtesis con que explicabamos las restantes ope-

raciones: sensibilizacion con el acido nftrico al i por ioo,

tincion con la fuchina dilufda al 7'5 por ioo y viro-fijacion

con el formol nftrico, ferrico o alumfnico.

Habia que suprimir ]a triple fijacion. Pero cual de

ellas debfa.mos preferir? Indudablemente la clasica; la fija-

cion por el calor seco (tres pases con la llama). A esta fija-

cion debia seguir una sensibilizacion energica de las fibras

elasticas, que, a ]a vez dificultase ]a coloracibn del fondo,

para lograr, por decirlo asf, una diferenciacion de la colo-

racibn con la fuchina, haciendo de esta un colorante espe-

cffico para ]as citadas fibras.

Buscar un nuevo sensibilizador, nos parecio un pro-

blema demasiado diffcil, al menos, por el momento. Sos-

pechamos que quiza nos sirviesen los sensibilizadores que

manejabamos a diario, pero empleandolos en ciertas con-

diciones, quiza usandolos en caliente.

Ensayamos el formol nftrico ferrico, siguiendo esta

tecnica: fijacion con el calor; sensibilizacion con el formol

nftrico ferrico en caliente; tincion con la fuchina acetica;

viro-fijacion con formol nftrico ferrico. El resultado fue

sencillamente estupendo: fibras elasticas en violeta intenso,

nucleos y mccina en violeta palido. Substitufmos el formol
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nftrico ferrico por el formol nitrico y, aunque la coloracion
de las fibras elasticas fue igualmente intense , la coloracion
de fondo no nc's agrado por ser excesiva.

Repetimos el ensayo, utilizando el formol nftrico ferrico,
pero calentado hasta la ebullicion y la coloracion de fondo
palidecio pasta el extremo de pacer diffcil el enfoque de
la preparacion. Volvimos a ensavar el formol nitrico ferrico
en caliente, pero no ma-, que hasta la emision de vapores y
logramos restablecer la, coloracion de fondo en violeta
palido.

En estos tanteos pasamos el dfa. Al siguiente seguimos
operando en los mismos esputos, porque, aunque no igno-
rabamos que nos seria facil lograr buen resultado con cual-
quier tecnica, podfamos seguir buscando nuevos sensibili-
zadores y prepararnos mejor para lograr buenas prepara-
ciones de esputos recientes.

Los esputcr estaban ya muy alterados (no hemos obser-
vado otro caso de alteracion tan rapida, en 4o horast y
era diffcil su extension, precisamente por ser demasiado
fiuidos. Aun asf, hicimos una preparacion, que tuvimos que
secar con el calor, cansados de esperar un cuarto de Nora
que se secara espontaneamente. Pero al intentar el pri-
nter lavado con el chorro de la fuente se destrozo la pre-
paracion por desprendimiento de una parte del esputo.

Achacando este fracaso a una fijacion deficiente, agre-
gamos al formol nftrico ferrico mayor cantidad de formol
pasta obtener una solucion al io por ioo. Sensibilizamos
con este nuevo formol nftrico y, no solo no se destrozo la
preparacion al lavar a chorro, lino que la coloracion, tanto
de las fibras elasticas como de los nucleos y mucina, mejoro
notablemente.

Los hechos parecfan someterse a la teorfa : la fijacion
unica seguida de sensibilizacion substitufa a la fijacion
triple y sin ninguna desventaja, antes al contrario, mejo-
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rando notablemente la tincion con la fuchina diluida y la

viro-fijacion con el formol nitrico ferrico.

Sin embargo, no nos hicimos ilusiones, pues, segura-

mente estos r ltimos exitos logrados en preparaciones de

esputos ya muy alterados no se repetirian operando en

esputos frescos.

En efecto; al dia siguiente aplicamos a los esputos

recientes los mismos metodos empleados para los esputos

antiguos y fracasaron: las fibras elasticas se tenfan en vio-

leta muy poco mas intenso que los nrrcleos y mucina.

Hubo necesidad de modificar la tecnica. Aumentamos la

cantidad de percloruro de hierro en el formol nitrico ferrico

y cnisminuimos la de acido nitrico, a fin de conseguir una

coloracion de fondo mucho menos intensa. La coloracion

de las fibras elasticas parecio mejorar y la tincion de fondo

fue mas debil.

Al repetir los ensayos observamos que las fibras elas-

ticas quedaban cada vez mas palidas, sin que, al parecer,

rnodificasemos la tecnica. Por fin, dimos con la explica-

cion de este hecho: la fuchina se alteraba, adquiriendo color

violeta y disminuyendo su poder colorante, indudable-

mente porque la proporci6n de formol (al io por ioo) en

el nuevo sensibilizador (formol ferrico nitrico era tal que,

las preparaciones, aun despues de lavadas, le contenian

en cantidad suficiente para inutilizar la fuchina. Dismi-

nuimos la cantidad de formol, hasta el 5 por roo y desde

entonces mejoraron los resultados.

Aun con el nuevo sensibilizador (agua destilada 40 c. c.;

1w, mol, 2 c. c.; percloruro de hierro, IV gotas y acido nf-

tric,o, IV gotas), todavia era algo intensa la coloracion de

fondo, lo que exigia que la extension del esputo fuese en

capa sumamente fina.

Pero era ya indudable que la palidez de la coloracion

de fondo obedecia a la acci6n del percloruro de hierro.
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Este dato tenfa un valor de primer orders, pues marcaba
el camino para resolver definitivamente el problema.

Habia necesidad de utilizar el percloruro de hierro aso-
ciado a los otros sensibilizadores. Preparamos el formol
alumfnico ferrico (soluci6n acuosa de cloruro de aluminio
al i por 100, 40 C. C.; formol, 2 c. C.; percloruro de hierro,
IV gotas) y, recordando que en ]a coloracion de las fibras
elasticas en los tejidos liabiamos obtenido resultados no
despreciables empleando el formol clorhidrico, prepara-
mos asimismo el formol clorhidrico f6rrico (agua, 40 c. C.;
forme], 2 C. C.; acido clorhidrico, VIII gotas y percloruro
de hierro, IV gotas). Tanto el formol alumfnico f6rrico
como el formol clorhidrico f6rrico nos dieron resultados
muy estimables.

Y visto el buen efecto del percloruro de hierro como
correctivo del formol nftrico, alumfnico y clorhidrico, nos
decidimos a usar el formol f6rrico simplemente (agua des-
tilada, 40 c. C.; formol, 2 c. c.; percloruro de hierro, VIII go-
tas) consiguiendo admirables preparaciones, pues si bien
]as fibras elasticas se tenfan menos intensamente, en
cambio ]a extremada palidez de ]a coloracion de fondo
las hacfa resaltar como ningun otro sensibilizador.

Con el lormol ferrico, utilizado como sensibilizador y
vino-fijador, habiamos logrado, jor fin, un metodo seguro Para
la tincion de las fibras eldsticas en los esputos recientes.

La tecnica del nuevo metodo era ]a siguiente: i.0 Ex-
tension en capa delgada; 2.0 Fijacion con el calor; 3.0 Sen-
sibilizacion con el formol f6rrico en caliente (hasta la emi-
si6n de vapores, io segundos; 4.0 Lavado; 5.0 Tincion con
]a fuchina de Ziehl diluida al 7'5 por ioo y acetificada,
i minuto; 6.0 Lavado; 7.0 Viro-fijacibn con formol ferrico;
8.0 Lavado; 9.c0 Secado en la llama y extension de una gota
de balsamo por toda la preparacion. Examen microsco-
pico a ioo diametros. Fibras elasticas en violeta no muy
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intenso; nucleos y mucina en violeta muy palido, algo

rojizo.

El metodo era, ademas de muy seguro, tan rapido que

permitfa una buena coloraci6n de las fibras elasticas en los

esputos en dos minutos.

Logrado este metodo y pareciendonos demasiado pa-

lida la coloraci6n de fondo, no vimos inconveniente en

acentuarla ligeramente, sin mas que suprimir el acido

acetico de la soluci6n de fuchina.

Todavfa nos atrevimos a aumentar la intensidad de la

coloraci6n de fondo, diluyendo la fuchina, no en agua des-

tilada sino en agua ordinaria. Dicha coloraci6n se acentu6

notablemente, pero, en cambio, la de las fibras elasticas

alcanz6 una intensidad extraordinaria.

No vimos ya inconveniente en emplear tambien el

agua ordinaria para preparar la soluci6n de formol ferrico,

con lo que conseguimos mejorar todavfa la tinci6n de las

fibras elasticas.
Era indudable que habiamos logrado democratizar el

metodo de tinci6n de las fibras elasticas en los esputos,

utilizando el formol ferrico como sensibilizador y viro-

fijador y la fuchina diluida como colorante, suprimiendo

en una y otra el agua destilada y substituyendola por el

agua ordinaria.

Al dia siguiente, y operando con el mismo esputo, la

sensibilizaci6n y viro-fijaci6n con el formol ferrico no nos

di6 tan buenas preparaciones: la coloraci6n de fondo dis-

minuy6 grandemente, pero tambien las fibras elasticas

se tineron en violeta palido.
Pero si fracas6 el formol ferrico, no ocurri6 lo mismo

con el formal nitrico ferrico, el clorhidrico ferrico y el alu-

minico ferrico.
Teniamos, pues, resuelto el problema de obtener buenas

preparaciones de fibras elasticas, tanto en los esputos re-

1s
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cientes como en los antiguos. Podiamos decir que dispo-

niamos de un metodo para cada dia.

Al hacer nuevas preparations del mismo esputo (del

tercer dial comprobamos, como en otras ocasiones, que

todos los metodos, menos el del formol ferrico, daban admi-

rables resulta.dos. No hubo ya inconveniente en suprimir

el percloruro de hierro y utilizar el formol nitrico, el clorhf-

drico y el aluminico, sin que la coloracion de fondo, suma-

mente palida, dificulta;e la observation de las fibras elas-

ticas, intensamente tenidas en violeta oscuro.

Los ULTIMOS ENSAYOS

Bien preparados ya para intentar nuevamente la colo-

racion de las fibras elasticas en los esputos recientes,

reanudamos nuestra tarea, sirviendonos de esputos tu-

berculosos, de muy pocas horas, que parecian reunir las

peores condiciones para lograr buenas preparaciones.

Tales esputos eran muco-purulentos, pero muy mucosos,

de gran consistencia, casi solidos, en una palabra, distintos

a todos los que hasta entonces habiamos observado.

Al pretender extender un grumo de estos esputos,

notamos en seguida que se secaba con gran rapidez, y por

tal motivo, no habia medio de conseguir una capa uni-

forme, sino que quedaban pequenas particulas sin des-

hacer y entre ellas estrechas fajas sin substancia alguna,

por lo que las preparaciones parecian como si estuvieran

aranadas y con mucho brillo, lo que nos hizo dudar de la

perfecta adhesion del esputo al porta-objetos. Fijamos las

preparaciones as1 obtenidas mediante tres pases por la

llama y procedimos a tenirlas utilizando la tecnica que

considerabamos mas a proposito para la coloracion de

las fibras elasticas en loo esputos recientes: sensibilizacion



Treballs de la Societat de Biologia. 1917 275

con el formol ferrico en caliente (agua, 40 C. c.; formol, 2 C. c.;

percloruro de hierro, IV gotas) durante ro segundos; la-

vado en agua; fuchina de Ziehl dilufda al 7'5 por too en

agua ordinaria, i minuto; lavado; viro-fijacion en formol

ferrico, etc. En algunas de estas preparaciones se des-

prendio parte del esputo al lavar en el chorro de la fuente.

La adhesion del esputo era poco intensa, como habfamos

sospechado. Remediamos este inconveniente suprimiendo

el lavado a chorro y ejecutandole en un gran cristalizador

Reno de agua, comunicando al porta-objetos movimientos
.de vaiven.

Conseguida la primera preparation, la examinamos con
microscopic a zoo diametros y nos sorprendio, desde
luego, el aspecto fibrilar, mucho mas acentuado de lo que
estabamos acostumbrados a observar, y, ademas, la esca-
sez de las fibras elasticas. La coloration de fondo, violeta
rojo, no era muy intensa, pero las escasisimas fibras elas-
ticas, aunque bien tehidas en violeta mas intenso, hacfa
.diffcil su reconocimiento.

El aspecto fibrilar de la preparacion no podia obede-
cer, segun hemos dicho, nada mas que a las desgarraduras
y estiramientos de la cromatina nuclear , como consecuen-
cia, seguramente, de las tracciones que habiamos tenido
que realizar con la aguja para extender rapidamente el
esputo que se secaba en seguida.

Se nos ocurrio un medio de hacer desaparecer el as-
pecto fibrilar, si, en efecto, reconocfa por causa la dificul-
tad para extender el esputo. A este fin, mezclamos un
grumo de esputo con una pequena gota de agua e hici-
mos una especie de homogenization previa que nos per-
mitio una extension facil, comoda, sin que quedasen par-
tfculas sin deshacer, ni rayas, adquiriendo la preparacion,
una vez seta, un aspecto uniforme y mate que no= agrado.

Esta preparacion asi extendida , fue sometida a las
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mismas operaciones que las anteriormente hechas. El
examen microscopico nos Lonfirmo en nuestra creencia
respecto a la. verdadera causa del aspecto fibrilar, pues.
habfa desaparecido completamente , conservando las celu-
las su forma redondeada habitual y no quedando zonal
demasiado gruesas intercaladas con otras vacias de subs-
tancia . Adenias , la coloracion de fondo era mucho mas
debil y la de las fibras elasticas mucho mas intensa.

I tilizando la nueva tecnica de extension , hicimos nue-
vas preparaciones empleando todos los sensibilizadores

que reputabamos excelentes , no ya solo para los esputos

frescos, sino hasta para los antiguos y nos convencimos de
que daban muy buenos resultados . No obstante, nos
persuadimos una vez mas de que el formol ferrico era el
preferible.

Est,-, conclusion nos condujo a modificar los demas

sensibilizadores en el sentido de aumentar en ellos la can-

tidad de percloruro de hierro , buscando una tincion de

fondo debil , pero electiva, y una coloracion de las fibras

elasticas casi especffica.

Obtuvimos asi: i.0 el /ormol ferrico nitrico:

Agua ordinaria ............. 40 C. C.

Formol .................... 2 C. C.

Percloruro de hierro......... VIII gotas

Acido nitrico ............... II »

2.0 El formol /errico clorhidrico:

Agua ordinaria ............. 40 c. C.
Formol .................... 2 C. C.
Percloruro de hierro......... VIII gotas

Acido clorhidrico ............ II a
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3.0 El formol aluminico ferrico:

Solution acuosa de cloruro de

alurninio al Z por ioo..... 40 C. C.

Formol .................... 2 C. C.

Percloruro de hierro......... VIII gotas
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Con estos sensibilizadores logramos de una vez, y cree-

mos que para siempre, el resultado que buscabamos: una

coloration de fondo muy debil, pero suficiente para un

analisis citologico, y una tincion de las fibras elasticas tan

intensa que permite distinguirlas al menos habituado a

verlas. La circunstancia de estar operando sobre unos

esputos muy pobres en fibras elasticas, nos decidio a

proceder a la homogenizacion de tales esputos, opera-

cion que jamas habfamos realizado, pues, sin saber por

que, huimos siempre de ella, en la idea absurda de exigir

una tecnica complicada y engorrosa.

Para homogenizar los esputos procedimos asf: en un

tubo de ensayo y de bastante diametro, vertimos unos

5 c. c. de esputos; agregamos igual cantidad de solution

acuosa de potasa al io por Zoo; agitamos la mezcla hasta

obtener una homogenizacion grosera; calentamos hasta

la ebullition; anadimos agua hasta llenar el tubo (unas

tres o cuatro veces el volumen de la mezcla de esputo y

lejfa) y centrifugamos durante 5 minutos.

El deposito, muy escaso, per cierto, le extendimos en

un porta-objetos por el procedimiento habitual; fijamos

la preparacion con el calor; sensibilizamos con formol

ferrite; tenimos con fuchina dilufda y terminamos con la

viro-fijacion en formol ferrico. Ocurrio que en la serie de

lavado., a chorro, se arrastrb parte de la preparacion, pero

aun asf, pudimos encontrar muchas fibras elasticas bas-

tante bien tenidas.



7S Pu blicacions de 1'Institut de Ciincies

Para evitar el arrastre de una gran parte del dep6sito
For la action mecanica del chorro de agua, mezclamos una
pequena portion del deposito resultante de Ia centrifuga-
cion con una particula insignificante del esputo no homo-
genizado y conseguimos asf extender comodamente y
lograr una adherencia capaz de resistir a todos los lavados
a chorro.

Sobre las preparaciones asf obtenidas y despues de )a
fijacion con el calor, ensayamos todos los metodos de colo-
racion de las fibras elasticas que ya tenfamos perfecta-
mente conocidos: i.0 Formol ferrico - Fuchina - Formol
ferrico; 2.° Formol ferrico nitrico - Fuchina - Fonnol
ferrico nitrico; 3.0 Formol ferrico clorhidrico - Fuchina -
Fonncl ferrico clorhidrico; 4.0 Formol aluminico ferrico -
Fuchina - Formol aluminico ferrico; 5.0 Formol nitrico
- Fuchina - Formol nitrico; 6.0 Formol clorhidrico -
Fuchina - Formol clorhidrico; 7 .0 Formol aluminico -
Fuchina - Formol aluminico.

Todos ellos nos dieron resultados admirables, aunque la
tincion de las fibras elasticas fue mas debil con el formol
ferrico - fuchina - forniol ferrico y la tincion de fondo
demasiado intensa con el formol aluminico - fuchina -
formol aluminico.

Nos choco mucho que en lay preparaciones obtenidas
con todos la, metodos, exceptuando quiza el primero,
]a coloration de las fibras elasticas fuese macho mas in-
tensa que la que entayamos acostumbrados a obtener, sin
que la coloration de fondo creciese en igual proportion.

Sospechamos que este efecto debfa obedecer a que la
potasa actuaba como sensibilizador de las fibras eias-
ticas. Para convencernos, hicimos varias preparaciones
de esputos todavfa recientes (del mismo dia) ensayano
la siguiente tecnica: extensi6n en capa delgada; fijacion
con el calor; probable sensibilizacion con la potasa at
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io por zoo, en caliente, 1o segundos; lavado; fuchina di-

lufda al 7'5 por 100, i minuto; lavado; viro-fijacion en

formol ferrico, en formol ferrico-nitrico, clorhfdrico, etc. Y

en efecto; procediendo asi, las fibras se tineron mas inten-

samente y el fondo en color mas palido que de ordinario.

No habfa duda; la potasa actuaba como sensibilizador de

las fibras elasticas.

iOtro sensibilizador! Pero eque Puede haber de comiin

entre el percloruro de hicrro, el dcido nitrico, el dcido clorhi-

drico, el cloruro aluminico y la Potasa, que exPlique el Porque

substancias, al Parecer, tan distintas se co '/oaten de igual

nianera, esto es, eorno sensibilizadores de las fibras elcsticas

Para sit coloraci6n con la fuchina bdsica? De veras que

agradecerfamos muy mucho una explicacion satisfac-

toria.

Aprovechando ]a circunstancia de disponer de esputos

recientes, que reunfan las peores condiciones para nuestras

investigaciones (espesos, diffciles de extender, de imagen

rnicroscopica marcadamente fibrilar y pobres en fibras

elasticas), todavfa intentamos dos ensayos que parecfan

justificados, a saber: 1.0 Diferenciacion de la coloracion

de las fibras elasticas, ya tenidas, empleando el alcohol

de 950 0 absoluto. 2.° Diferenciacion con el viro-fijador en

caliente.

El primer ensayo fu6 de un resultado desastro.,o; el

Segundo nos parccio rrias aceptable, pues que conseguimos

,haccr mas debil ]a coloracion de fondo y no disminuir gran

coca la intensidad de la tincion de las fibras elasticas. Sin

embargo, tal diferenciacion exigfa gran vigilancia y no

daba resultados constantes, por lo que decidimos abando-

narla. Dccididamente, en nuestros metodos de coloracion

de las fibras elasticas en los esputos, la diferenciacion debe

preceder y no seguir a la coloracion de tales fibras con ]a

fuchina.
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Excusado es decir que, al dia siguiente, volvimos a
lacer nuevas preparaciones con el mismo esputo y no
encontramos dificultades de ningun genero ni en la exten-
sion ni en la coloraci6n. Todavia al tercer dia, todas las
operaciones Bran mas faciles. En fin, al cuarto dia, el es-
puto se fundio, formando un liquido turbio, blanco ama-
rillento, que no se dejaba extender en filamentos al agi-
tarle con la aguja, quo se extendia bier y se tenfa m.ejor
utiiizando cualquier metodo. Lo_; nuclcos celulares, aun
Bien conservado:; en su forma, aparecian muy palidos,
las fibras elasticas intensamente teiiidas on violcta ob--
curo: habfa desaparecido completamente la imagen micros-
c6pica fibrilar. Por ultimo, on el transcurso de una hora,
al tratar de hacer nuevas preparaciones, observamos quo
los esputos, despues de extendidos, se secaban muy lenta-
mente, al extremo quo, pasados 15 minutos, tuvimos que
concluir por secar las preparaciones calentandolas lige-
ramente con la llama de tin Bunsen, y la adhesion al porta-
objetos fue tan debil, que, despues de la fijaci6n, al primer
lavado a chorro, so desprendio parte de la preparacion,
teniendo quo recurrir, como otras veces, al lavado on un
critalizador Ileno de agua. La preparacion ya terminada
tenia a simple vista un aspecto granugiento y el examen
microscopico nos revelo la carencia absoluta de nucleos
celulares, la tincion intensisima de las fibras elassticas en
violeta obscuro, casi negro, y una especie de circulos, como
si se hubiesen roto burbujas, por toda la preparacion. No
podemos explicar esta histolisis casi momentanea, esto

es, en el transcurso de una hora, que deja al esputo sin una
celula siquiera.

En resumen: do los ensayos ultimamente realizados

resulta:

Z.0 Que los esputos recientes (de pocas horas o del
misrno dia), muc. purulentos, y que proceden de enfermos
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tuberculosos, son inuy espesos, diffciles de extender, por-

que se secan en seguida, dan preparaciones no uniformes

sino como aranadas v con brillo, aun despues de fijadas, to

que coincide casi siempre con la poca adhesion del esputo

at porta-objetos y con la facilidad con que la preparacion

es arrastrada en parte o en totalidad at lavar a chorro.

2.0 Que tales preparaciones, una vez tefiidas, dan una

imagen microscopica marcadamente fibrilar, aspecto que

obedece a los desgarros y estiramientos de la cromatina

nuclear durante las manipulaciones mecanicas realizadas

con la aguja, at pretender una extension rapida, porque

el esputo se seca pronto, como to prueba el hecho de que,

si se mezcla el grumo de esputo con una pequefia gota de

agua, la extension es mucho mas facil, pues el esputo no

se seca y desaparece la imagen microscopica fibrilar.

3.0 Que en los esputos recientes la coloracion de las

fibras elasticas es siempre menos intensa, mientras que

los nucleos celulares y la mucina se tifien mas energica-

mente.

4.0 Que los esputos antiguos (de 3 a 5 dfa,) conser-

vados en recipientes tapados (Cajas de Petri, etc.), se

funden convirtiendose en una masa lfquida, opaca, con

pequefios grumos, siendo faciles de extender, porque se

secan muy lentamente, dando preparaciones uniformes y

sin brillo despues de fijadas.

5.0 Que en ocasiones, at quinto dfa, la extension se

hace diffcil y precisamente porque los esputos se secan

con extremada lentitud y, en tales casos, la adherencia at

porta-objetos es tan debit que parte de la preparacion se

desprende at primer lavado a chorro, a pesar de su fijacion

con el calor.

6.0 Que en las preparaciones de esputos antiguos la

imagen microscopica no es nunca de aspecto fibrilar, apa-

reciendo los nucleos cori su forma habitual y escasamente
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tefiidos, mientras que las fibras clasticas adquieren una
coloracion mucho mas intensa que en los esputos recientes.

7.0 Que para la coloracion de las fibras elasticas en
los esputos recientes son preferibles los metodos que si-
guen:

a) Formol ferrico - Fuchina - Formol ferrico.
b) Formol ferrico clorhfdrico - Fuchina - Formol fe-

rrico clorhfdrico.

c) Formol ferrico nitrico - Fuchina - Formol ferrico
nitrico.

d) Formol aluminico ferrico - Fuchina - Formol alu-
mfnco ferrico.

8.° Que la tincion de his fibras elasticas en los esputos
antiguos se logra con toda facilidad utilizando, ademas de
los dos ultimos metodos citados, los que a continuacion
se expresan:

e) Formol clorhfdrico - Fuchina - Formol clorhf-
drico.

/) Formol nitrico - Fuchina - Formol nitrico.
g) Formol aluminico - Fuchina - Formol aluminico.

9.0 Que cuando se homogenizan los esputos, se centri-
fuga y se extiende el deposito, mezclandolo con una pe-
quena particula de esputo no homogenizado, dan admira-
bles resultados todos los metodos de coloracion indicados,
aunque son menos recomendables el 1.0 (Formol ferrico -
Fuchina - Formol ferrico) y el ultim.. (Formol alumfnico-
Fuchina - Formol aluminico) .
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LOS NUEVOS METODOS DE COLORAC16N DE LAS FIBRAS

ELASTICAS EN LOS ESPUTOS

TECNICA

Eleccion de particulas de los esputos. - Depositados

los esputos en una caja de Petri y colocada esta sobre

un fondo negro (papel, pizarra, caja de preparaciones, etc.)

se buscaran las porciones opacas, blancas o blanco-ama-

rillentas, esto es, las de aspecto mas marcadamente puru-

lento, y mejor todavfa, los granos raciformes, silos hay, pero

cuidando de no confundirlos con migas de pan. Elegida

ya la particula que ha de ser objeto de examen, se separa

del resto de la masa de esputos, utilizando dos pinzas pe-

quenas de puntas agudas o una pinta y una tijera de las

que se usan para disecciones finas. Con la misma pinza se

traslada la particula al porta-objetos.

Extension de las particulas de esputos. - El grumo

de esputo sobre que se ha de operar, no sera mayor que

un canamon y, aun asf, servira para hacer dos preparacio-

nes, cuya anchura correspondera aproximadamente al

tamano de una moneda de cinco centimos. Colocado ya

el grumo en el porta-objetos y apoyando las ramas de la

pinza o una aguja fuerte - el hilo de platino no es reco-

mendable por su exce,iva flexibilidad - se ejecutaran, al

principio, movimientos de presion y frote, de tal suerte que

]as pinzas o la aguja actuen en direccion paralela a la su-

perficie del porta-objetos, hasta conseguir que la particula

de esputo se convierta en una especie de papilla a prop6-

sito para extender. Entonces, inclinando las pinzas o la

aguja de manera que apoyen las puntas sobre el Aorta, se

practicaran movimientos rapidos, trazando espirales o

cfrculos y procurando deshacer completamente los mas
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finos granulos que van apareciendo, hasta conseguir una
preparation en capa muy delgada y uniforme, sin relieves
ni surcos. Es regla absoluta extender pronto y bien, es decir,
rdfiidamente y en ca7a uniforme.

Si la partfcula elegida es muy consistente (esto ocurre
en algunos esputos mucopurulentos, muy mucosos) y se
seca pronto, la extension es diffcil, aunque se proceda con
rapidez y las preparaciones adquieren un aspccto brillante
y como aranadas. En esto3 casos convendra mezclar el
grumo de esputos con una pequeiia gota de agua (hume-
deciendo ligeramente las puntas de la pinza o de la aguja),
y procediendo asf, el grumo se extenders con toda como-
dida.d, la preparation no tendra brillo, sera mate, y no se
observaran relieves ni surcos, sino que quedara una capa
uniforme. -No es, pees, recomendable para nuestra tecnica,
la extension en capa gruesa como aconseja Dargallo. Si
los esputos son francamente purulentos o muy poco mu-
cosos, no habrs ninguna dificultad para la extension y se
lograrsn preparaciones en capa delgada y uniforme.

Secado y fijacion. - Conseguida una preparacion en
capa delgada y uniforme, se dejars secar espontaneamente
o, en todo caso, se abreviars este tiempo calentando li-

geramente el porta-objetos con la llama de una lamparilla
de alcohol o un mechero Bunsen, cuidando de no calentar

demasiado hasta tostarla.

Despues se proceders a la fijacion, esto es, a la coagu-
lacion de la albumina del esputo y a su perfecta adhesion
al porta-objetos. La fijacion se logra fscilmente pasando
el porta tres veces por la llama y, claro ests, con la cara
untada hacia arriba. Si despues de la fijacion la prepara-
cion queda aun con brillo, debemos desconfiar de haber lo-
grado una adhesion perfecta del esputo al porta. Probable-
mente, al primer lavado a chorro, se desprenders parte del
esputo extendido.
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Sensibilizaci6n de las fibras eldsticas. - Enfriado el

porta-objetos, o caliente aun, que esto e, indiferente, se

procede a sensibilizar las fibras elasticas o, lo que es igual,

a prepararlas para que se fife en ellas y de un modo casi

especifico el colorante que ha de tenirlas : la fuchina.

El sensibilizador ha de actuar en caliente, hasta la

emisi6n de vapores, y a este fin conviene proceder en la.

forma siguiente: Se sujeta el porta-objetos con una pinta

de Debrand (]as de Cornet no convienen porque el porta

no queda horizontal) y se coloca esta sobre la superficie del

fondo de una ccpa invertida, segun tecnica aconsejada

por Dargallo, que tiene la ventaja de ahorrar la platina de

Malassez y permitir operar mas rapidamente, pues la ac-

66n del calor sobre el porta-objetos es inmediata. Si no se

dispone de una pinza de Debrand, puede colocarse el

porta-objetos sobre la copa invertida o tin soporte cual-

quiera de madera o de metal, logrando ]a posici6n hori-

zontal del porta, poniendo en el extremo que apoya sobre

la copa, un objeto de cierto peso (un trozo de plomo, una

moneda, etc). En fin, aun pueden suprimirse tales arte-

factos, sosteniendo el porta-objetos con los dodos, pues

el sensibilizador ha de actuar solamente ro segundo.

Procedase de una o de otra suerte, una vez puesto el

porta-objetos horizontal , y claro es, con la cara untada

hacia arriba, se vierte sobre la preparaci6n unos cuantos

centimetros cubicos del liquido sensibilizador, utilizando

una pipeta o una copa de pico, y de tal modo que c7.ubra

completaniente la 5reparaci6n. Bastard pasar tres veces ]a

llama de un Bunsen por la cara inferior del porta-objetos

y se lograra la temperatura suficiente (emisi6n de va-

pores), dejando actuar el sensibilizador durante to se-

gundos.

El sensibilizador que ha de utilizarse sera distinto,

segun se trate de tenir las fibras elasticas en esputos re-
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cientes (de pocas hora_s o del mismo dia) o antiguos (de
3 a 5 dial o mas).

Para los esputos recientes, los sensibilizadores mas re-
comendables, por Orden de importancia y seguridad, son:
el formol ferrico, el formol clorhidrico y el formol nftrico.

Formol ferrico:

Agua ordinaria ............. 4o c. c.
Formol .................... 2 c. c.
Percloniro de hierro......... VIII gotas

Formol ferrico clorhidrico:

Agua ordinaria ............. 40 c. c
Formol .................... 2 C. C.
Percloruro de hierro ......... VIII gotas
Acido clorhidrico ............ II

Formol ferrico nitrico:

Agua ordinaria ............. 4o c. c.
Formol .................... 2 c. c.
Percloruro de hierro......... VIII gotas
Acido nitrico ............... II n

Aunque no con tan buenos resultados, tambien es apli-
cable a los esputos recientes el formol alumfnico ferrico:

Formol aluminico femco:

Solucion acuosa de cloruro de
aluminio al i por zoo .... 4o c. c.

Formol .................... 2 c. c.
Percloniro de hierro......... IV gotas
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El formol ferrico permite una coloraci6n de las fibras

elasticas (con la fuchina y el formol ferrico) en violeta no

muy intenso, pero tiene la ventaja de dar una coloracion

de fondo en violeta muy palido algo rojizo.

El formol ferrico clorhidrico consiente una coloracion

de las fibras elasticas en violeta intenso, aunque acen-

tuando tambien la coloracion de fondo.

El formol ferrico nitrico se comporta de modo analogo

al formol ferrico clorhidrico, aunque exagera algo la co-

loracion de fondo.
En fin, el formol aluminico ferrico, aunque de efectos

parecidos al anterior, da todavfa una tinci6n de fondo

mas intensa.

Si el esputo es antiguo (de 3 a 5 dias o mas) no hay ya

inconveniente en utilizar, ademas de los sensibilizadores

ya citados, con excepci6n quiza del primero, los que a

continuaci6n se citan:

Formol clorhidrico:

Agua ordinaria ............. 40 c. C.

Formol .................... 2 C. C.

Acido clorhidrico ............ VIII gotas

Formol nitrico:

Agua ordinaria ............. 40 C. C.
Formol .................... 2 C. C.

Acido nitrico ............... VIII gotas

Formol aluminico:

Soluc16n acuosa de cloruro de

aluminio al i por zoo ...... 40 c. C.
Formol .................... 2 C. C.



28S Publications de, 1'Insiitut de Ciencies

Cualquiera de estos sensibilizadores, pero sobre todo
el ultimo, permitirian una coloracion de fondo dema-

siado intensa si actuaran sobre esputos recientes, pero

este inconveniente no es ya de temer en los esputos an-
tiguos, pues la histolisis ha disminuido o suprimido la co-

lorabilidad de los nucleos celulares. Por to demas, todos ellos

consienten una tincion intensisima de las fibras elastica,

Una vez que tales sensibilizadores ban actuado sobre

]a preparacion durante io segundos (es el tiempo minimo,

que puede prolongarse cuanto se quiera) y en caliente

(pasta la emision de vapores), an/es de que se seque, se lava

a chorro o, si seteme que la preparacion se deteriore (mucho

cuidado con las preparaciones que despues de fijadas po-

seen todavia brillo), en un recipiente cualquiera con agua

abundai:te.

Coloration de las fibras eldsticas. - Despues de la ac-
cion del sensibilizador y del lavado en agua, se procede
a ]a coloracion de las fibras elasticas.

Para lograr dicha coloracion con toda comodidad es muy
recomendable proceder en la forma siguiente:

En una cubeta de Borrel o en una de porcelana a pro-
posito para tinciones, o en todo caso, en un vaso pequeno
de cristal de los ]lamados costadillos, se prepara en el
acto la fuchina de Ziehl dilulda al 7'5 por ioo.

Fucitina de Ziehl diluida al 7'5 por ioo:

Agua ordinaria ............. 40 C. c.

Fuchina de Ziehl ........... LX gotas

En esta solucion, que se conserva por poco tiempo
(5 a 8 dias), se sumergen las preparaciones durante un mi-
nuto (tiempo minimo que puede prolongarse sin incon-
veniente). Despues se lavan en agua.



ri::ll_c n'r 11 I t tie BiO1O_Pi , I - 10`7

Viro-fjaci6n de la coloracibn de la /uchina. - Lavada

ya la preparaci6n, es necesario fijar la coloracibn de las

fibras elasticas, tehidas on rojo por la fuchina. Esto se

logra haciendo actuar sobre la preparaci6n cualquiera de

los liquidos sensibilizadores citados, aunque conviene para

mayor sencillez y comodidad que sea el mismo sensibili-

zador que actu6 antes de la coloracibn con la fuchina. El

sensibilizador usado despues de la tincibn con ]a fuchina,

no solo fija la coloracibn, sino que la hace cambiar del co-

lor rojo al violeta. En una palabra; el misnio agente es

sensibilizador antes dc la coloracibn con la /uchina y viro-

fijador despues de dicha coloracibn.

La viro-fijaci6n se logra en el plazo minimo de io se-

gundos, plazo quo puede prolongarse cuanto se desee sin

ningun inconveniente, pero sin ventaja, segiin creemos.

Es practica muy c6moda preparar el viro-fijador en
una cubeta de Borrel, de donde se puede tomar con una
pipeta para usarle como se_asibilizador y en la que pueden
sumergirse las preparaciones que han sido ya lavadas des-
pues de la coloracibn con la fuchina. Los sensibilizadores
o viro-fijadores se conservan durante mucho tiempo, quiza
indefinidamente.

Terminada la viro-fijacibn se procede a] ultimo lavado

en agua.

Secado y montaje. - No hay necesidad de esperar a

que la preparacibn se seque espontaneamente. Es prefe-
rible secar con rapidez, pasando el porta-objetos directa-

mente por la llama de una lampara do alcohol o de un
mechero Bunsen.

Seca ya la preparacibn, y para evitar el gas to de cubre-
objetos (las fibras elasticas se perciben muy mal en pre-
paraciones sin montar y empleando objetivos a seco),
estando aun el porta-objetos bien caliente, se extiende
sobre la preparaci6n una gota de balsarno del Ca-

19



200 Publicacions tie linstitut de Cier:ctes

nada disuelto en xilol, en toluol o en su esencia, haciendo

resbalar sobre ella una varilla de vidrio. El balsamo se

seca en pocos segundos y la preparaci6n puede ser exami-

nada, desde luego, con objetivos a seco y hasta con los de

inmersion.

Si la preparacion merece ser conservada se monta de-

finitivamente, calentando nuevamente el balsamo que la

cubre, o depositando sobre este otra gota de balsamo

del Canada disuelto en xilol o toluol y encima un cubre-

objetos.

En el caso de quo la preparacion no merezca ser con-

servada, se puede aprovechar el porta-objetos sumergien-

dole por algunas horas o dfas simplemente en el alcohol

desnaturalizado o, si se quiere, y se puede, en xilol.

Examen microscopico de las preparaciones. - El exa-

men microscopico de las preparaciones de esputos con

fibras elasticas debe hacerse de la misma manera que cual-

quier preparaci6n histol6gica.

El objetivo de inmersion, y aun los a seco de gran poder

amplificante, deben ser proscritos. Basta casi siempre un

aumento de ioo diametros para distinguir las fibras elas-

ticas mas finas. Algunas agrupaciones de fibras elas ticas

son ya perceptibles con un cuentahilos.

Pero si es suficiente el empleo de objetivos debiles, el

examen microscopico debe ser muy minucioso. No se crea

que en una preparacion de esputos, hecha directamente,

sin homogenizacion, van a encontrarse cientos o miles

de fibras elasticas. Estas son, en general, poco numerosas.

Las fibras elasticas, que han sido tenidas con los metodos

que dejamos descritos, aparecen siempre en color violeta

mas o mends intenso, mas intenso, sin embargo, que el de

los nncleos celulares y que la mucina. No obstante, en los

esputos recientes muco-purulentos, pero muy mucosos,

en los que, como ya hemos dicho, la extension es diffcil,
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porque se secan rapidamente y la preparacion ya fijada
tiene mucho brillo , los nucleos celulares desgarrados y es-

tirados, asi Como la mucir.La, en virtud de las manipulacio-

ne,, mecanicas con las pinzas o la aguja, dan una imagen
microscopica francamente fibrilar. La busca de las fibras
elasticas es entonces particularmente dificil , no obstante

poseer una colorac:ion violeta mas intensa que los nucleos

de las celulas y la mucina, porque el problema que se plan-
tea es oste : distinguir fibras eldsticas de fibras de cromatina

y de mucina.

Cuando el esputo es antiguo (de 3 a 5 dfas) o aun siendo
reciente se ha extendido en capa uniforme , mezclando

previamente el grumo con una pequeiia gota de agua, des-
aparece el aspecto microscopico fibrilar de los nucleos ce-
lulares y de la mucina y las fibras elasticas se perciben
con toda claridad y correcccion.

Caracteyes de las fibras eldsticas en los esputos. - Uti-

lizando nuestros metodos de tincion , puede afirmarse
que las fibras elasticas no se confunden con nada; pero, eso

si, precisa haberlas visto por lo menos una vez . Su color
violeta intenso, mas que su forma, debe siempre servir
de gufa. ( Figs. i, 2, 3, 4, :V 5•)

Tan solo a un principiante puede inducir a error la;
lineas violeta obscuro , semicirculares , que aparecen en
preparaciones de esputos rnuy antiguos y que son debidas
a una especie de arrugamiento de la preparacion , porque
al calentar se han formado pequeiias burbujas que han
estallado; pero tales lfneas , ademas de ser mas palidas
que las fibras elasticas y semicirculares , rodean siempre
un espacio claro. Mas facil es confundir las fibras elasticas
con micelios, como a nosotros nos ocurrio una vez que se
nos contaminaron unos esputos por un hongo del aire, pero
la coloracion de los micelios es de un violeta mas palido y
algo rojizo y su forma es tambion muy distinta ( Fig. 2).
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Quiza hava posibilidad de confundir las fibras elasticas
con los filamentos micelianos a.i;lados o en madejas, en la

oosporosis pulmonar, a juzgar, al mends, por las figural

quo hemos visto en la obra ya citada de Dargallo.

Por lo demas, las fibras elasticas, son do formas tan

variadas que, por muchas que se havan visto, dificil_mente

se encontraran dos iguales. Es verdad que, do ordinario,

aparecen como retorcidas, de limites correctos, con divi-

siones en angulo agudo (probablemente fibras del saco

alveolar), otras son gruesas, en fornia de madejas enreda-

das y como rdbricas elegantes (fibras del orificio alveolar

y fibras comunes, casi seguramente). Precisamente por

Ia infinita variedad de formas de las fibras elasticas, es

por lo que hemos crefdo necesario dibujar gran numero do

ellas y, aun asi, no tcncmos la pretension, ni mucho menos,

de haber logrado representar sino un numero escaso de

tipos, si asi pueden llamarse (Figs. 3 y 4). Es inadmisible

la afirmacion de muchos autores de que las fibras elas-

ticas en los esputos tienen siempre aspecto alveolar. Preci-

samente, el tipo alveolar es rarisimo, dfgase cuanto se

quiera en contrario.

En una palabra; aparte de la forma y de la coloration,

las fibras elasticas tienen un no sabemos que, un sello es-

pecial que, visto una vez, no se olvida jambs.

Modi/ica.iones de la tecnica cuando los esputos son Po-

byes en fibras eldstieas. Homogenization y ccntri/ugacion.-

Si un detenido examen microscopico do un par de prepara-

ciones ejecutadas siguiendo la tecnica ya descrita, no nos

revela la existencia de una sola fibra elastica, no se pierda

el tiempo haciendo preparations gruesas (especie de

tortillas sobre el porta) pues, como hemos dicho, con los

metodos citados, no se consigue tenir las fibras elasticas

en tales preparaciones.

Procedase, y esto es lo ryas seguro, a la homogenization
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de los esputos. Homogenization!! Palabra msgica que

hace poner mal gesto a los hombres de laboratorio que

solo les interesa los diagnosticos remunerados. Pues sf;

procedase a la homogenization, operacion fscil, rspida y

de una importancia de primer orden para buscar fibras

elssticas en los esputos.

He aquf la tecnica clssica, que no hemos intentado mo-

dificar por creer quo es muy prsctica:

Viertase on un tubo ale ensayo o de cultivo 5 6 ro c. c.

de esputos; agreguese igual voluinen de solucion acuosa do

potasa al zo por zoo; agftese la mezcla unos minutos hasta

lograr una homogenizacion gro.,era; calientese dicha mez-

cla (hasta la ebullition) y agreguese on el mismo tubo tres

o cuatro veces su volumen de agua. En seguida, centrifu-

guese durante unos cinco minutos.

Si no so dispone de aparato para centrifugar - ien•

tonces si que hay que armarse de paciencia! - viertase

el contenido del tubo on una copa de fondo estrecho y

abandonese durante 24 horas.

El deposito, producto de la centrifugation o de la sedi-

mentacion, se extenders on un porta-objetos mezclando

una particula de el con otra de esputo objeto del examen.

Asf se consigue que se adhiera perfectamente al porta y

no so desprenda al lavar. No es recomendable mezclar una

particula del deposito con soluci6n de albumina o de al-

bumina y glicarina.

Obtenida ya una preparaci6n y fijada como de costum-

bre, puede tenirse por cualquiera de los siete metodo3 des-

critos . Todos, absolutamente todos, dan resultados sencilla-

mente admirables.

Las fibras elssticas se tinen intensamente on violeta

mucho mss intensamente que cuando se hacen prepara-

ciones extendiendo directamente los esputos: es que la po-

tasa actua como mordiente de la fuchina.



294 Publicacions de l'Institut de Cirrus

Como se ve, la busca de las fibras elasticas en los esputos,
previa ihomogenizacion! centrifugacion y tincion, ademas
de ser muy segura, se hace en ijo 6 15 minutos!! Quienes
han padecido el metodo de coloracion con la orcefna o con
]a fuchselina, no tienen derecho a quejarse.

RESUMEN TECNICO

1.11 Extension en capa delgada. 2.0 Fijacion con el ca-
]or. 3.0 Sensibilizacion de las fibras elasticas con fonnol
ferrico, formol ferrico clorhidrico, fonnol ferrico nitricc,
o formol aluminico ferrico, si se trata de esputos recientes,
y con Ics tres riltimos, o con formol clorhidrico, formol ni-
trico o formol aluminico, si de esputos antiguos, durante
lo segundos y en caliente (hasta ]a emision de vapores).
4.0 Lavado en agua. 5.0 Tincion con ]a fuchina de Zieh]
diluida al 7`5 por zoo en agua ordinaria, i minuto.
6.0 Lavado. 7 .0 Viro-fijacion con cualquiera de Jos lfquidos
sensibilizadores, Io segundos. 8.0 Lavado. 9.0 Secad con la
]lama y, estando aun el porta-objetos caliente, extended
una gota de balsamo por toda la preparacion. Io. Examen
microscopico a Ioo diametros.

En sfntesis: ateniendonos solamente a ]as operacio-
nes fundamentales, los nuevos metodos de coloracion de
]as fibras elasticas en los es.putos pueden exponerse asf:

I.er metodo: Formol ferrico - Fuchina - Formol fe-
rrico. (Ff. F. Ff.,

2.0 metodo: Formol ferrico clorhidrico - Fuchina -
Formol ferrico clorhidrico. (Ff. cl. F. Ff. cl.)

3,er metodo: Formol ferrico nitrico - Fuchina - For-
mol ferrico nftricL. (Ff. n. F. Ff. n.1

4.0 metodo: Formol aluminico ferrico - Fuchina -
Formel aluminico ferrico. (F. a]. f. F. F. a]. f.)
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5.0 metodo: Formol clorhfdrico - Fuchina - Formol

clorhfdrico. (Fcl. F. Fcl.)

6.0 metodo: Formcl nftrico - Fuchina - Formol nf-

trico. (Fn. F. Fn.)

7.0 metodo: Formol alumfnico - Fuchina - Formol

alumfnico. (Fal. F. Fal.)

En realidad no son sino tres metodos: i.0 Formol fenico

- Fuchina - Formol ferrite; 2.0 Formol nftrico - Fu-

china - Formol nftrico, y 3.0 Formol alumfnico - Fu-

china - Formol alumfnico, pues los otros cuatro consti-

tuyen mas bien procedimientos.

PROCEDIMIENTO DE COLORAC16N SUCESIVA DEL BACILO

DE KOCH Y DE LAS FIBRAS ELASTICAS

La coloraci6n del bacilo de Koch y de las fibras elasti-

cas en la misma preparaci6n, fue el Segundo problema que

nos propusimos y, sin embargo, como ya dejamos dicho,

qued6 resuelto antes que cl primero: el de la coloraci6n

simple de las fibras elasticas. No es, pues, extraiio que nos

haya preocupado mucho menos. Estabamos seguros de

que todo perfeccionamiento en la tecnica de la coloraci6n

simple de las fibras elasticas habfa de traducirse necesa-

riamente por una mejora en el procedimiento de tinci6n

sucesiva del bacilo de Koch y de las citadas fibras. Y asi

ocurri6 en efecto.,

Seremos breves en la exposici6n de los ensayos que

hemos realizado hasta da.r por terminada nuestra tarea.

Ya hemos dicho que, cuando conseguimos tei it por vez

primera ]as fibras elasticas, lo logramos en preparaciones

de esputos en que previamente hicimos la coloraci6n del

bacilo de Koch. La tecnica que empleamos fue la siguiente:

extensi6n y fijaci6n por el procedimiento habitual; colora-
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c_on con la fncl,ina do Zielil en cai,ente (iasta la envision
do vaporer) 10 minutos; lavado on agua; decoloracion, pri-
mero, con acido nitrico at `/3 durante 2 minutos y, des-
pu?s, con alcohol de boo, 3 a 5 minutos; lavado; for-
mol ferrico acetico, i minuto; lavado; carmin aluminico
do P. Mayer, i minuto; lavado; fuchina de Ziehl dilulda
at 7`5 por loo y acutificada, i minuto; lavado; formol
ferrico acetico, ro minutos; lavado, etc.

El procedimiento do coloracion del b kilo de Koch no
era otro quo el do Biot modificado por nosotros, substitu-
yendo el formol puro por el formol ferrico acetico (agua„
5 c. c.; formol, I gota; percloruro do hierro, III gotas; acid,)
acetico, I gota), convencidos de quo era absolutamente
innecesario el empleo del formol oficinal, ya que el mismo
resultado se logra con soluciones muy diluidas, al r por ioo
y aun hasta at r por 750. Con esta modifica.cion del metodo
de Biot estabamos seguros do tefiir el bacilo do Koch en
violeta negro, pero nos temiamos quo al tratar do colorear
las fibras elasticas con la fuchina diluida at 7'5 por 10o y
acetificada, se tinesen otros microbios quo no fueran acido
y alcohol-resistentes y, por tat motivo, antes de intentar
esta coloracion, tenfamos con carmin, a fin de que este
colorante sirviese de obstaculo para quo la fuchina so fi-
jase en no importa que microbios, y a la vez, para lograr
una coloracion roja de Tondo, que hiciese resaltar mejor
las fibras elasticas que habian de aparecer tenidas en vio-
leta azulado.

Pronto no; convencimos de quo podiamos suprimir la
primera solucion de formol ferrico acetico, pues el bacilo
de Koch tenido en rojo por el Ziehl adquiria definitiva-
mente el color violeta-negro al actuar la solucion de formol
ferrico que utilizabamos at final.

Pero dispuestos a suprimir la coloracion con el carmin,
por ser colorants poco usado en lo5 laboratorios de Bacte-
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riologia, y no sin cierto temor de obtener preparaciones en

que apareciesen tenidos otros microbios distintos del de

Koch, intentamos una modificacion que nos dio admira-

bles resultados. Reduciase tat modificacion a tenir el ba-

cilo de Koch segun el procedimiento descrito (Zielil en

caliente, acido nitrico al I/3 y alcohol de 6o°) y las fibras

elasticas con la fuchina diluida al 7'5 por ioo y acetificada,

durante un minuto, y el formol ferrico acetico por io mi-

nutos. El bacilo de Koch adquirio un color violeta-negro,

los nucleos celulares se tineron en violeta palido y las

fibras elasticas on violeta azujado intenso. Un atento exa-

men de las preparaciones asi obtenidas nos demostro que

no se tenfan mas microbios que el bacilo de Koch, lo que

nos produjo la natural sorpresa.

Quisimos entonces convencernos de si el esputo sobre

que operabamos estaba o no exento de otros microbios

e hicimos una tincion con tionina. En tal preparacion se

veian infinidad de cocos y bacilo.;. Todavia tenimo; otra

preparacion del mismo esputo con fuchina diluida al

7'5 per zoo y forcnol ferrico acetico y conseguimos el mismo

resultado. Era indudable que el acido nitrico que actuaba

antes de la fuchina diluida impedia a esta fijarse sobre

tales microbios.

Cuando on nuestros ensayos de coloracion simple de

lay fibras elasticas logramos convencernos de que no hacia

falta que el formol ferrico acetico actuase durante Zo mi-

nutos, de que bastaban ro segundos, intentamos, claro

esta, averiguar si eran suficientes tambien para trans-

formar el color rojo del bacilo de Koch en violeta-negro y,

en efecto, nos convencimos de la analogia, de la identidad,

del bacilo de Koch y do las fibras elasticas respecto a este

fenomeno: cambio do coloracion del rojo al violeta.

Habfamos conseguido simplificar la tecnica de la colo-

racion sucesiva del bacilo de Koch y de las fibras elasticas
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en tal grado, que lograbamos esta doble tinciOn con igual

rapidez que para tenir el bacilo de Koch, por el m6todo

clasico, puesto que, el mismo tiempo que se tarda en

la coloraci6n de fondo con el azul de metileno, era

el que nosotros necesitabamos para tenir ]as fibras elas-

ticas.

Ni siquiera necesitamos decir que, a medida que

fuimos encontrando los diferentes m6todos de coloraci6n

simple de las fibras elasticas en los esputos, los fuimos

ensayando en las preparaciones en que habfamos tenido

previamente el bacilo de Koch. Asf, despues de ]a colora-

ci6n del bacilo de Koch con la t6cnica antes descrita

(Ziehl - acido nitrico - alcohol) intentamos ]a de las

fibras elasticas con les siete m6todos ya detalladamente

expuestos.

Hasta al realizar el ensayo de tinci6n de ]as fibras elas-
ticas previa homogenizaci6n y centrifugaci6n de los espu-
tos, hicimos tambi6n la coloraci6n del bacilo de Koch y
de las fibras elasticas aunque con mediocres resultados.
No es recomendable la homogenizaci6n con ]a soluci6n
de potasa al io por ioo para la investigac16n del bacilo de
Koch, pero si creemos que usando cualquiera de los pro-
cedimientos de homogenizaci6n que tanto se aconsejan (el
de ]a antiformina, el del jugo gastrico florurado, etc.),
puede investigarse en el producto de la centrifugaci6n 0
de la sedimentaci6n el bacilo de Koch y las fibras elasti-
cas sin ninguna complicaci6n tecnica.

Tambi6n hemos hecho la doble tinci6n del bacilo de
Koch y de las fibras elasticas substituyendo la decolora-
ci6n sucesiva con el acido nitrico al I! 3 y el alcohol de 600,
por la simultanea con el alcohol clorhidrico, dejandole
actuar de 5 a zo minutos, y claro es que con admirables
resultados. Pero para que no se no; tachase de innovado-
res de la t6cnica c]asica de coloraci6n del bacilo de Koch
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(clasica en los libros, pues ya es sabido que en muchos

laboratorios la tecnica de la coloracibn del bacilo de Koch

deja mucho que desear -supresi6n de la decoloraci6n

con el alcohol, disminuci6n del tiempo que debe actuar el

acido nitrico, etc. etc.), hemos preferido someternos en

absoluto a los preceptor mas rigurosos (Ziehl en caliente

io minutos, acido nitrico al I/3, 2 minutos, alcohol de 600

5 minutos.)

Lo que no hemos hecho ha sido intentar la coloracibn

de los microbios no acido y alcohol-resistentes, para que

]as preparaciones de esputos tuberculosos fueran com-

pletas. No seria recomendable seguramente la coloracibn

con azul de metileno, pues, como el bacilo de Koch se tine

en violeta, seria dificil diferenciarle, pero no podrfa usarse

el verde malaquita? No nos atrevemos a asegurarlo. En

cuestiones de tecnica histo-bacteriolbgica no se puede ser

profeta. No ha mucho, en una comunicaci6n a la SOCIETAT

DE BIOLOGIA de Barcelona, relativa a la coloracibn. del

bacilo de Koch por el metodo de Biot modificado por

nosotros, proponfamos que la tincibn de los demas micro-

bios se hiciese con la safranina, y, despues, al ensayarla,

nos convencimos de que no cia resultados.

Vamos, pues, para terminar, a exponer concisamente

la tecnica de la doble coloracibn del bacilo de Koch y de

]as fibras elasticas, que nos ha dado resultados satisfac-

torios y constantes.

Tf-CNICA DE LA COLORAci6N SUCESIVA DEL BACILO DE KOCH

Y DE LAS FIBRAS ELASTICAS EN LOS ESPUTOS

i.o Extension y fijaci6n por el procedimiento habitual.

2.0 Coloration con la fuchina de Ziehl en caliente

(hasta ]a (-misi6n de vapores), io minutos.
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3.1) Lavado en agua. (Puede ,uprim^rs^ este tiempo.)
4.0 Acido nitrico at '/3 , 2 minutos.
5-() Alcohol de 6o0, 3 a 5 minutos. (Puede substituirse

esta doble decoloracion sucesiva por la simultanea con
alcohol clorhfdrico de 5 a io minutos.)

6.° Lavado.
7.0 Sensibilizacion de las fibras elasticas con cual-

quiera de los liquidos ya senalados, en caliente, zo se-
gundos.

8.0 Coloraci6n con fuchina de Ziehl diluida at 7'5 por
ioo en agua ordinaria, i minuto.

9.0 Lavado.
zo. Cualquiera de los sensibilizadores que en este

caso actuan como viro-fijadores, zo segundos.
ii. Lavado.

12. Secado v montaje en baLamo.
El bacilo de Koch, unico microbio tenide, adquiere un

color violeta negro; los nucleon celulares y la mu,;ina se
tifien en violeta palido; las fibras elasticas en violeta azu-
lado intenso.

La circunstancia de no tenirse mas microbio que el

bacilo de Koch permite distinguirle con toda facilidad y
sin empleo del objetivo de inmersion. Basta una amplia-

c16n de 400 a 50o diametros, que puede lograrse con obje-
tivos a seco. -

*

No queremcs ni debemos terminar sin testimoniar
nuestro sincero agradecimiento a los Dres. Varela Radio
y Baltar Cortes, ya que, gracias a ellos, podemos hoy
publicar este trabajo. Estos buenos amigos at enterarse
de que el Director accidental de la Escuela de Veterinaria
nos negaba todo recurso para continuar nuestra labor en
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el Laboratorio de Histologfa y Anatornia Patol6gica de

dicho Centro, nos ofrecieron su Laboratorio de Analisis

clinicos, en estas o parecidas palabras:

<Disponga usted de este Laboratorio corno se le antoje;

haga la distribucion que mas le convenga; gaste cuanto

necesite y no se preocupe de su cuantfa.»

Asimisme queremos demestrar nuestro sincero agra-

decimiento a los Dres. Novoa Santos y Gil Casares, Dues

no solo nos animaron a continuar nuestras tareas, sino

que pusieron a nuestra disposition los enfermos de apa-

rato respiratorio de sus Clini( as de Patologia general y

Patologia medica respectivamente, del Hospital de San-

tiago, facilitandones tan:bien todos los datos clinicos que

nos eran absolutamente necesarios.

CONCLUSIONES

i.a Los -^,etodos clasicos de coloracion do ]as fibras

eiasticas en los esputos son dos: el de la orceina , propuesto

por Barth y May y el de la fuchselina preconizado por

Sahli.

2 .a El primero tiene el inconveniente de ser muy

lento ( 24 horas ), y el segundo , aunque mas rapido (30 mi-

nutos a una horn ), exige el empleo de un colorante dificil

de preparar y conservar . Asi se explica que por rara excep-

ci6n scan utilizados er, los laboratorios de analisis cli-

nicos.
3.a Los metodos de coloracion de las fibras elasticas

que nosotros aconsejamos estan fundades en la tinci6n

de dichas fibras con la fuchina de Ziehl dilufda al 7'5 por

ioo, precedida y seguida de la action de determinados

agentes que obran, en el primer caso, como sensibilizado-

res y en el segundo , como viro - fijadores de la coloracion.
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Una y otra no necesitan prolongarse mas de io segundos.
La coloracibn con la fuchina no es preciso que dure ma-,
de un minuto, por to que, la coloracibn de las fibras elas-
ticas en los esputos, comprendidas todas las operaciones
que la conciernen, se logra en dos minutos.

4.a No todos los metodos que preconizamos son igual-
mente aplicables a los esputos recientes (de pocas horas o
del mismo dfa), y a los antiguos (de 3 a 5 dfas o
mas). Cuando los esputos son recientes se preferiran
por orden de seguridad e importancia los metodos si-
guientes:

Primer metodo: Formol ferrico - Fuchina - Formol
ferrico.

Segundo metodo: Formol ferrico clorhidrico - Fuchina
- Formol ferrico clorhidrico.

Tercer metodo: Formol ferrico nitrico - Fuchina -
Formol ferrico nitrico.

Cuarto metodo: Formol aluminico ferrico - Fuchina
- Formol aluminico ferrico.

Para los esputos antiguos, ademas de los tres ultimos
metodos, podran emplearse los que siguen:

Quinto metodo: Formol clorhidrico - Fuchina - For
mol clorhidrico.

Sexto metodo: Formol nitrico -- Fuchina - Formol
nitrico.

Septimo metodo: Formol aluminico - Fuchina - For-
mot aluminico. Con cualquiera de estos metodos las fibras
elasticas se tinen en violeta intenso y lo; nucleos celulares
y la mucina en violeta palido.

5.a Los nuevos metodos de coloracibn de las fibras
elasticas en los esputos superan a los metodos clasicos
por su rapidez, facilidad y economia, ventajas que per-
miten ser utilizados a diario y en cualquier laboratorio de
analisis clinico medianamente dotado.



A. Gallego

(Dibujos por R . Dieste)

Fig. t.•, - Esputo tuberculoso.

Fibras elasticas. - Formol fe-

rrico-fuchina-formol ferrico..

A : too diametros

F.g. 5.• - Esputo tuberculoso.

Fibras elasticas. Bacilos de

Koch. Leucocitos y celulas al-

veolares.-Fuchina de Ziehl-

acido nitrico al tf;t - alcohol

de 60--carmin de Mayer-for-

mol clorhidrico-fuchina-for-

mol clorhidrico.-A : 80o dia-
metros

Fig. 2.-Esputo tuberculoso.

Fibras elasticas. Micelio. P1ie-

gues de la preparaci6n, por fi-

jaci6n defectuosa, que semejan

fibras elasticas.-Formol nitri-

co - fuchina - formol nitrico.

A : too diametros



A. Gallego

(Ditmjo por R. Dieste)

Fig. 3.a-Diversos tipos de fibras elasticas

frecueutes en los esputos tuberculosos.

A : too diametros
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(Dibujo por R. DiuteJ
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Fig. ¢.a - lliversos tipos de fibras elasticas
frecuentes en los esputos tnberculosos.

:1 : too diametros
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6.a Todos los metodos de coloraci6n que proponemos

pueden emplearse despues de la tinci6n del bacilo de Koch

segun la tecnica c,lasica, una vez que se ha hecho la deco-

loraci6n y suprimiendo, claro esta, la tinci6n con el azul

de metileno. El bacilo de Koch, unico microbio que se

tine, aparece en violeta negro; los nucleos de todas las ce-

lulas en violeta palido; las fibras elasticas en violeta azu-

lado intenso. Las fibras elasticas se distinguen perfecta-

mente a ioo diametro--: los bacilos de Koch a 400 6 500,

y como son los unicos microbios tenidos, no hay necesidad

de examinarlos con objetivo de inmersi6n.


