COLORACION GIEMSA

Juego de soluciones para la coloracién de
GIEMSA para microscopia

Diagnostica (i

USO PREVISTO

La coloracion Giemsa es utilizada para el diagnéstico celular y se emplea en
el examen de muestras de origen humano. Se trata de una coloracién que
junto con otros materiales de diagndstico in vitro, hace evaluables
determinadas estructuras en material de examen hematoldgico e histolégico
humano y clinico-citolégico.

PRINCIPIO

El tipico color de los nucleos celulares, mayoritariamente rojo purpura, se
basa en la interaccion molecular entre eosina y un complejo azur B — ADN.
Ambos colorantes forman el complejo. La intensidad de la coloracion
depende del contenido de azur B y de la relacion entre azur B y eosina
amarilla. El resultado de tincién puede ser influido por diferentes factores
como el valor del pH de la solucién y de la solucién tampén, las sustancias
tampon (amortiguadores), el tiempo de tincion vy la fijacion.

CONTENIDOS

COLORANTE DE GIEMSA - Listo para su uso
Azur eosina azul de metileno segun Giemsa, Glicerina, Alcohol
metilico.

BUFFER FOSFATADO GOTA GRUESA GIEMSA

-Listo para su uso

Di-Sodio hidrogenofosfato, Potasio Di-hidrogenofosfato, Agua
desmineralizada tipo Il

AZUL DE METILENO FOSFATADO - Listo para su uso
Azul de Metileno, Di-sodio hidrogenofosfato anhidro, Potasio Di-
hidrogenofosfato, Agua desmineralizada tipo li

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Todos los reactivos estan listos para su uso.

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

e Las soluciones deben almacenarse entre 15°C y 30°C y protegidos de la
luz. Después de abierto el contenido almacenado entre 15°C y 30°C y
protegidos de la luz es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta.

e Temperaturas inferiores a 15°C puede precipitar colorantes de las
soluciones colorantes.

o Los frascos deben mantenerse siempre bien cerrados.

PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

e La solucién R1 Colorante de Giemsa y la solucion R3 Azul de Metileno
Fosfatado son irritantes en contacto con piel, ojos y mucosas.

e La solucion R1 Colorante de Giemsa a causa del contenido en metanol es
téxico e inflamable, por lo tanto se deben tomar los cuidados requeridos
para el manejo de productos inflamables en el laboratorio.

* Observe la simbologia en los rétulos de las soluciones.

e Las soluciones usadas y las caducadas deben eliminarse como desechos
especiales, debiendo cumplir las regulaciones locales para el desecho de
compuestos peligrosos.

MATERIALES ADICIONALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS
o Microscopio o Frasco lavador

* Portaobjetos e Agua

o Cubreobjetos o Alcohol metilico

e Cubeta de coloracién e Cronometro y/o timer

MUESTRAS

Se deben usar laminas nuevas y pre-lavadas con alcohol al 96% para quitar
la grasa.

Se toman dos (2) laminas, una para la gota gruesa y la otra para el
extendido, se limpia el dedo del paciente con Alcohol, y deja secar.

Se realiza la puncién, la primera gota se descarta y con las laminas se
recoge una sola gota en cada una de ellas. (No se debe tocar la piel con la
lamina). En una de las placas se hacen movimientos circulares hasta
alcanzar un diametro de 1 cm para la gota gruesa, en la otra lamina se hace
un extendido delgado y corto.
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PROCEDIMIENTO GOTA GRUESA

1.  Se deja secar la lamina durante 20 minutos.

2. Se deshemoglobiniza con Azul de Metileno Fosfatado,
sumergiendo la lamina por 5 segundos y se lava varias veces
con buffer fosfatado.

3.  Se deja secar la lamina.

4.  Realizar la Coloracion Giemsa preparando 1 gota de Colorante y
1 mL de Buffer (Aprox. 3 ml por cada lamina). Se colorea la
lamina 15 minutos boca abajo.

5. Lavar suavemente con agua corriente. Eliminar el exceso de
agua.

6. Dejar secar al aire.

7. Examinar al microscopio con lente de inmersién de 100X.

Toda muestra biolégica debe se considerada como

potencialmente infecciosa.

PROCEDIMIENTO DEL EXTENDIDO

1.  Se deja secar la lamina durante 10 minutos.

2. Se fija el extendido con alcohol metilico durante 3 a 5 minutos y
se deja secar.

3. Se realiza la Coloracién Giemsa que se prepara 2 gotas de
Giemsa y 1 miL de Buffer Fosfatado (Aprox. 3 mL por cada
lamina).

4. Se colorea la lamina boca abajo durante 30 minutos.

5. lavar suavemente con agua corriente. Eliminar el exceso de
agua.

6. Dejar secar al aire.

7.  Examinar al microscopio con lente de inmersién de 100X.

LA GOTA GRUESA SE USA PARA VER LA CONCENTRACION DEL
PARASITO Y EL EXTENDIDO PARA VER LA ESPECIE.

NOTAS SOBRE EL EMPLEO
La técnica descrita anteriormente ha dado resultados satisfactorios en
nuestros laboratorios. Las preferencias de color individuales pueden precisar
ligeros ajustes de los tiempos.

RESULTADOS PREVISTOS

Tipo de célula Resultado

Nucleo rojo

Parasitos sanguineos ) )
citoplasma del protozoario azul

Nucleo azul violeta

Linfocitos .
citoplasma azul

Nucleo  (lobulado) azul violeta

Monolitos X
citoplasma azul claro

Nucleo azul oscuro
citoplasma rosa palido
granulos tono rosado a azul claro

Granulocitos neutroéfilos

Nucleo azul
citoplasma rosa palido
granulos rojo ladrillo

Granulocitos eosinéfilos

Nucleo purpura a azul oscuro

Granulocitos basofilos ?
granulos azul oscuro-negros

Trombocitos (Plaquetas) Azul

Eritrocitos Rojizo

CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad se debe llevar a cabo conforme a la normativa local y/o
nacional, a los requisitos de los organismos de acreditaciéon y a los
procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio.

El control de calidad en la microscopia de extendidos sanguineos depende
directamente de la formacién y experiencia del profesional que validara la
calidad de los extendidos, coloracion, etc..

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
*  Agua altamente clorada puede debilitar la coloracién de contraste.
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