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RESUMEN
INTRODUCCION
Los protozoos ciliados ruminales presentan diferencias morfolégicas entre sus 6rdenes, comparten entre ellos la mayoria
de sus estructuras internas, variando en forma, tamafio y disposicién espacial, lo que hace posible su diferenciacion.
Por tanto, las coloraciones estudiadas podrian ser una herramienta util para la identificacién morfolégica de estos
Mmicroorganismos.

OsJETIVO
Evaluar la afinidad tintorial y la calidad de las coloraciones de Papanicolaou y tricrémica en la tincién de protozoos ciliados
ruminales.

MATERIALES Y METODOS
Estudio experimental realizado a partir de disefios factoriales analizados a través de pruebas no paramétricas. Las
coloraciones de Papanicolaou y tricrémica se evaluaron con 36 tratamientos, por triplicado.

REsuLTADOS

Para la coloracion de Papanicolaou en el orden Vestibuliferida el conservante formaldehido 10% (p= 0,040) y el tiempo
de exposicion del alcohol a 120 min (p=0,046) presentaron diferencias estadisticas significativas para la afinidad; el orden
Entodiniomorphida no presenté significancia estadistica en ninguno de sus factores, al igual que la calidad para dicha
coloracion para los dos érdenes. En cuanto a la coloracion tricromica, se encontrd que para ninguno de los 6rdenes se
present6 un efecto significativo de los factores evaluados sobre la variable de respuesta afinidad; al contrario, la calidad
present6 diferencias significativas para los dos 6rdenes, el orden Vestibuliferida presenta diferencias significativas usando
el conservante formalina 10% (p= 0,000) y el fijado con Schaudinn 30 min (p=0,023) y para Entodiniomorphida solo se
observaron diferencias con el conservante formalina 10% (p= 0,002).

CONCLUSIONES
La coloracién que presenté los mejores resultados en ambos érdenes para las dos variables de respuesta es la coloracién
de Papanicolaou.
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ABSTRACT

INTRODUCCION

INTRODUCTION

Ruminal ciliated protozoa show morphological
differences between their orders, including the
majority share of its internal structures varying
in size, shape and spatial arrangement, which
allows differentiation. Therefore, the colors we
studied could be a useful tool for morphological
identification of these organisms.

OBJECTIVE
Evaluate Staining affinity and quality of the Pap
staining and Trichrome staining in ruminal ciliated
protozoa.

MATERIALS AND METHODS

Experimental study made from factorial designs
analyzed through nonparametric tests. The Pap and
Trichrome stains were tested with 36 treatments in
triplicate.

REsuLTs

For PAP staining in the order Vestibuliferida the
preservative formaldehyde 10% (p = 0.040) and time
of alcohol exposure to 120 min (p = 0.046) showed
statistically significant differences for the affinity;
Entodiniomorphida order not present statistically
significant in none of the factors, like quality to that
color for the two orders. As Trichrome staining, we
found that none of the orders had a significant effect
of the factors evaluated on the response variable
affinity, on the contrary, the quality showed significant
differences for the two orders, the order Vestibuliferida
showed significant differences using the preservative
formalin 10% (p = 0.000) and fixed with Schaudinn 30
min (p = 0.023) and Entodiniomorphida only showed
differences with the preservative formalin 10% (p =
0.002).

CONCLUSIONS
The coloring of the best results in both orders to
the two response variables is the Papanicolaou stain.

Key worps
Entodiniomorphida. PAP staining. Ruminal ciliated
protozoa. Trichrome staining. Vestibulipherida.
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Los protozoos ciliados del rumen, presentan dife-
rencias morfoldgicas entre grupos taxondmicos;"?
estos se clasifican con base en la morfologia celu-
lar;"? pertenecen al Phylum Ciliophora, Ordenes
Vestibuliferida y Entodiniomorphida. Dentro del
orden Vestibuliferida se encuentran los protozoos
que tienen el cuerpo elipsoidal con cilios somaticos
y uniformes.””** Los protozoos del orden Entodinio-
morphida, presentan una, dos o tres zonas ciliares
localizadas en diferentes posiciones segun el género
y la especie.”” Algunos géneros del orden Entodi-
niomorphida poseen estructuras que los diferencian
entre si, conocidas como placas esqueléticas, que es-
tan compuestas de reservas de polisacaridos en for-
ma de granulos de amilopectina;’ otras estructuras
son las espinas, extensiones de la membrana celular
ubicadas en la zona caudal de algunos géneros de
protozoos.'

En general los protozoos ciliados ruminales po-
seen macronucleo y micronucleo, endoplasma, cito-
plasma y una o mas vacuolas contrictiles, las cuales
realizan la funcién de excrecién de gases, liquidos y
productos residuales solubles.'

En cuanto al género, la caracterizacion de los pro-
tozoos ciliados del rumen se basa en la coloracion de
sus estructuras. Cada organela celular presenta afini-
dad quimica por colorantes especificos,® actualmente
se emplea el verde brillante, colorante acido, capaz de
colorear estructuras basicas como el citoplasma;’ el
azul de metileno, colorante bdsico para colorear es-
tructuras acidas como los nuicleos y lugol para la co-
loracion de las placas esqueléticas;>*" sin embatgo, el
uso de coloraciones monocromaiticas limita la obser-
vacion de caracterfsticas diferenciales entre géneros y
especies, ademas estas técnicas se usan solo para tin-
cién en fresco.

Las coloraciones de Papanicolaou y trictémica son
métodos policromaticos, que usan colorantes diferen-
ciales, tanto basicos como acidos,"™ lo que podtia fa-
cilitar la tincién concomitante de varias organelas en
una misma célula.

La coloracién de Papanicolaou se utiliza para el
diagnostico del cancer cervicouterino™™
modificado muchos autores,'»” reduciendo el nu-
mero de alcoholes, suprimiendo el colorante Orange
G, modificando algunos tiempos, sin abandonar sus

y la han
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principios fundamentales.*"® La coloracién de Papa-
nicolaou ha permitido observar el protozoo flagela-
do Thrichomonas vaginalis en los extendidos cervico-
vaginales, lo que indica que los protozoos ruminales
podrian presentar afinidad por los colorantes hema-
toxilina y eosina, usados en esta técnica.'*'¢

La hematoxilina es un colorante basico que pre-
senta afinidad por el nucleo,*"*" gracias al componen-
te 4cido (fosfato) presente en los nucle6tidos.” Por
su parte, la eosina es un colorante dcido de naturaleza
alcoholica®* que tiene afinidad por el citoplasma y las
proteinas basicas presentes en la célula ®.

La tincién tricrémica la desarrollé originalmente
Gomoti y la adapté Wheatley, es una coloracién po-
licromatica, reconocida como una herramienta diag-
nostica sensible para la deteccién de algunos proto-

z00s parasitos intestinales,"*2

como Entamoeba sp.,
Balantidium coli y Giardia sp*® Se constituye como un
método simple que logra realzar las caracteristicas
morfolégicas definiendo estructuras citoplasmaticas
y detalles internos del nucleo a través de una mezcla
de dos colorantes: verde brillante y crométropo 2R,
respectivamente.!*2

En esta coloracién se usa la solucién fijadora de
Schaudinn, que se prepara con solucion saturada de
cloruro de mercurio, alcohol etilico al 95% y acido
acético glacial.

Las claves taxonémicas actuales de protozoos
ruminales se basan dnicamente en la caracteriza-
ci6én morfoldgica, por tanto, la calidad en la carac-
terizacion depende en gran medida de la coloracion
utilizada, la cual favorecerd o no la identificacion.
Actualmente no se emplean coloraciones que per-
mitan observar claramente las estructuras con dife-
rente afinidad tintorial en la misma muestra. Pese a
que las coloraciones Papanicolaou y tricromica son
utilizadas para la tincién de algunos protozoos, aun
no se han empleado para la identificacién de proto-
zoos ciliados ruminales. En respuesta a la necesidad
de la investigacion cientifica dedicada a la compren-
sion de la dinamica del metabolismo y la interaccion
de cada especie de protozoo con otras especies y
otros grupos de microorganismos relacionados con
la produccion de leche y carne de alta calidad nutri-
cional; este estudio tiene como objetivo evaluar la
afinidad y la calidad de las coloraciones de Papanico-
laou y tricrémica en la tincidén de protozoos ciliados
del rumen.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo DE ESTUDIO
Experimental.

DIsENO EXPERIMENTAL
Para ambas coloraciones se diseié un experimento de
cuatro factores. Para la coloracién de Papanicolaou los
factores fueron: conservante (con dos niveles: formalina
10% y formaldehido 10%); tiempo de los alcoholes (con
tres niveles: 30, 60 y 120 segundos); tiempo del colorante
(con tres niveles: 30, 60 y 90 segundos); y lugol (con dos
niveles: con lugol y sin lugol). Para la coloracion tricré-
mica los factores fueron: fijado con Schaudinn (con dos
niveles: 15 y 30 minutos); tiempo de alcoholes (con tres
niveles: 2, 5 y 7 minutos); tiempo del colorante (con tres
niveles: 5, 10 y 15 minutos); y conservante (con dos nive-
les: formalina 10 % y sin conservante).

Como variables respuesta se evaluaron la afinidad
tintorial y la calidad de la coloracion.

TOMA DE MUESTRAS

Las muestras de contenido ruminal se obtuvieron de
bovinos de raza Holstein, canulados al rumen con ca-
nulas Bar Diamond®. La muestra fue tomada por me-
dio de una sonda metalica con filtro Bar Diamond®.

PREPARACION DE MUESTRAS DE FLUIDO RUMINAL

Para el estudio, se usaron como conservantes el
formaldehido al 10% y la formalina al 10%; los dos
son especies quimicas resultantes del formaldehi-
do gaseoso. Para su uso se empled agua destilada y
solucién salina 0,95% como medio acuoso, respec-
tivamente.

El fluido ruminal fue depositado en 21 recipien-
tes plasticos con un volumen de 50 mL para cada
uno, dispuestos de la siguiente manera: 7 de estos
con 10 ml. de formalina al 10%, 7 con 10 ml. de for-
maldehido al 10% y 7 sin conservante. Las muestras
fueron almacenadas en refrigeracién a 4 °C.

Para su uso, las muestras se llevaron a temperatura
ambiente; se homogenizaron por inversiéon 10 veces;
se tomaron 200 pl. de muestra de fluido ruminal uti-
lizando micropipeta y se depositaron en el centro del
portaobjetos; se distribuyeron suave y uniformemente
en el total de la placa con hisopo de madera y se deja-
ron secar a temperatura ambiente.
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CoLORACION DE PAPANICOLAOU

La coloracién de Papanicolaou se basé en el proto-
colo utilizado por el laboratorio clinico docente asis-
tencial de la IPS universitaria de la Universidad de
Antioquia. Para fines del estudio se realizé un disefio
experimental, modificando los tiempos de exposi-
cién a los reactivos, algunos fueron variables como
los tiempos de los colorantes y los alcoholes, mien-
tras otros tiempos permanecieron fijos como los del
agua destilada, el alcohol al 70%+NH3 y el xilol, con
30 segundos para cada uno. La variacion en los tiem-
pos de los colorantes y los alcoholes se realizé con
base en la busqueda del mejor nivel de la variable que
permitiera visualizar la mejor afinidad de colorante y
remocion del exceso de éste después del lavado, dada
la diferencia entre las matrices, los componentes va-
riables de la estructura de protozoos ciliados rumi-
nales y protozoos de otros ecosistemas ya estudiados
con la coloracién. La fijacién con alcohol isopropili-
co al 95% se modificé por la fijacién con metanol, ya
que ensayos previos demostraron que las muestras
eran removidas por el alcohol isopropilico, lo que
interferfa negativamente en la coloraciéon. Ademas,
se introdujo en la coloracién el lugol, para colorear
las placas esqueléticas.

El protocolo y los niveles de las variables evalua-
das son: fijacién con metanol (inmersion de la placa
en recipiente y secado a temperatura ambiente); agua
destilada (30s); hematoxilina de Harris (variable 30, 60
6 90s); agua corriente (lavado hasta quitar exceso de
colorante); lugol (ausencia/presencia 10 min); alcohol
isopropilico al 70%+NH3 (30s); alcohol isopropilico
al 95% (variable 30, 60 6 120s); E.A50 (eosina Alcoho-
lica) (variable 30, 60 6 90s); alcohol isopropilico al 95%
(variable 30, 60 6 120s); alcohol isopropilico al 95%
(variable 30, 60 6 120s); alcohol isopropilico al 95%
(variable 30, 60 6 120s); xilol (30 s).

COLORACION TRICROMICA

La coloracion tricromica de Wheatley, fue tomada de
Winn y colaboradores.”” De acuerdo con el disefio ex-
perimental, los tiempos de exposicién a los alcoholes,
el colorante y la fijacién con la solucién de Schaudinn,
fueron variables para observar cual era su efecto sobre
las variables de respuesta, mientras que otros tiempos
como la exposicion al lugol, al alcohol al 90% acidifi-
cado y al xilol, permanecen fijos. En esta coloracion se
modificé el uso de alcohol yodado por el lugol, ya que
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este reactivo presenta mayor afinidad por las placas
esqueléticas.>*"

El protocolo modificado es el siguiente: fijacion de
la muestra con solucién fijadora de Schaudinn (vatia-
ble 15-30 min); alcohol etilico al 70% (variable 2,5 6 7
min); lugol (10 min); alcohol etilico al 70% (variable 2,
5 6 7 min); alcohol etilico al 70% (variable 2, 5 6 7 min);
colorante tricromico (variable 5, 10 6 15 min); alcohol
etilico al 90% acidificado con 1% de acido acético (5s);
alcohol etilico al 100% (1 dip); alcohol etilico al 100%
(variable 2, 5 6 7 min); alcohol etlico al 100% (variable
2,56 7 min); xilol (1 min); xilol (1 min).

TINCION DE LAS PLACAS

Para ambas coloraciones se evaluaron 36 tratamientos
que resultaron de las combinaciones de los factores en el
disefio experimental, cada uno de los ensayos tuvo tres
réplicas para asegurar la repetibilidad del estudio. En to-
tal se colorearon 216 placas, 108 con la coloracién de
Papanicolaou y 108 con la coloracion tricrémica.

AFINIDAD TINTORIAL Y CALIDAD DE LA COLORACION
La afinidad tintorial estd dada por la incorporacion del
colorante a cada una de las estructuras celulares y la ca-
lidad es entendida como aquella caracteristica propia de
la estructura que permite su diferenciacién y reconoci-
miento de las demas estructuras internas. Para calcular-
las se emplearon matrices de identificacion, donde dada
la intensidad, el color y el numero de estructuras obset-
vadas se podia determinar si se presentaba afinidad o
no por cada una de las estructuras y si estas presentaban
diferenciacion de las otras estructuras. Posteriormente,
se realizé un conteo de 15 protozoos por cada orden
(Vestibuliferida y Entodiniomorphida) por placa. Se cal-
cul6 la proporcion por cada estructura visualizada en el
microscopio, donde el denominador es 15 (numero de
protozoos contabilizados por orden) y el numerador, es
el nimero de protozoos que presentaban incorporacién
del colorante y diferenciacién en cada una de las estruc-
turas (macronucleo, micronucleo, citoplasma, membra-
nay cilios para ambos 6rdenes y placas esqueléticas sélo
pata el orden Entodiniomorphida) para cada variable.
Consecutivamente a cada una de las proporciones
realizadas para cada placa coloreada, se calculé una
media aritmética que se convertia en las variables res-
puesta Afinidad Tintorial y Calidad de la Coloracion;
este procedimiento se realizé6 de la misma manera
para las dos coloraciones.
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PLAN DE ANALISIS

La afinidad y la calidad se resumieron para cada uno
de los factores evaluados por medio de medidas de
tendencia central (media y mediana) y de dispersion
(coeficiente de variacion).

Para evaluar los efectos de los factores sobre la
afinidad tintorial y la calidad de la coloracion, se usé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Adicionalmente se us6 la prueba no paramétri-
ca de Mann-Whitney para comparar tanto la calidad
como la afinidad de cada una de las dos coloraciones
en cada orden; asi mismo, dicha prueba se usé para
comparar ambas variables de respuesta para cada una
de las técnicas de coloracion.

Todos los anilisis se tealizaron con un nivel de
significancia 0,05. El andlisis de los datos se realizd
a través del programa estadistico SPSS version 18.0.

RESULTADOS

AFINIDAD TINTORIAL Y CALIDAD DE LA COLORACION
EN LA TECNICA DE COLORACION DE PAPANICOLAOU

Para el orden Vestibuliferida la afinidad fue signi-
ficativamente mayor cuando se usé formaldehido al
10% (p = 0,04) y cuando el tiempo en los alcoholes
fue mayor: 120s (p = 0,046). Para el orden Entodi-
niomorphida ninguno de los factores tuvo un efecto
significativo.

Al comparar la afinidad entre los dos 6rdenes, se
observé que ésta fue mayor para el orden Vestibu-
liferida (media Vestibuliferida = 0,57, media Entodi-
niomorphida = 0,42, P de Mann-Whitney < 0,001),
(tabla 1).

Tanto para el orden Vestibuliferida como para el
orden Entodiniomorphida ninguno de los factores

Tabla 1. Afinidad tintorial para la coloracién de Papanicolaou.

Vestibuliferida

0,57

Entodiniomorphida

Total 0,60 0,42 0,40 0,000¢
Conservante
Formalina 10% 0,56 0,60 10,65 0,41 0,39 29,75
0,040 0,281
Formaldehido 10% 0,58 0,60 7.17 0,43 0,42 32,38
Tiempo en alcoholes (Segundos)
30 0,56 0,59 10,11 0,40 0,38 29,13
60 0,57 0,58 9,57 (0,046 0,40 0,39 31,26 0,168
120 0,59 0,60 7,52 0,40 0,38 29,13
Tiempo en colorante (Segundos)
30 0,58 0,60 9,17 0,42 0,40 32,20
60 0,57 0,60 8,82 0,334 0,43 0,40 34,74 0,982
90 0,57 0,59 9,99 0,42 0,41 26,46
Con Lugol 0,57 0,60 8,93 0,44 0,43 34,52
0,834 0,311
Sin Lugol 0,57 0,60 8,89 0,40 0,39 25,60
*Coeficiente de variacion. °Prueba Kruskal-Wallis “Valor P prueba de Mann-Whitney
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tuvo un efecto estadisticamente significativo sobre la
calidad de la coloracién. Al comparar la calidad entre
los dos 6rdenes, se observé que ésta fue mayor para
el orden Vestibuliferida (media Vestibuliferida = 0,44,
media Entodiniomorphida = 0,24, P de Mann-Whit-
ney < 0,001), (tabla 2).

AFINIDAD TINTORIAL Y CALIDAD DE LA COLORACION

EN LA TECNICA DE COLORACION TRICROMICA

No se encontrd ningin efecto significativo de los fac-
tores evaluados sobre la afinidad tintorial en los 6rde-
nes Vestibuliferida y Entodiniomorphida.

La afinidad tintorial fue mayor para el orden Vesti-
buliferida (media Vestibuliferida = 0,35, media Ento-
diniomorphida = 0,25, P de Mann-Whitney < 0,001)
(tabla 3).

En el orden Vestibuliferida la calidad fue signifi-
cativamente mayor cuando se usé el fijador Schau-
dinn 30 min (p = 0,023) y cuando se utiliz6 como

conservante formalina al 10% (p = 0,000), as{ mismo,
se encontré que para el orden Entodiniomorphida al
usar formalina al 10% se presentd un efecto sobre la
calidad de la coloracién (p = 0,002) (tabla 4).

Al comparar la calidad entre los dos 6rdenes, se
observo que ésta fue mayor para el orden Vestibu-
liferida (media Vestibuliferida = 0,15, media Entodi-
niomorphida = 0,08, P de Mann-Whitney < 0.001)
(tabla 4).

LLa coloraciéon que reveld mejor respuesta para las
dos variables respuesta en los dos 6rdenes fue Papa-
nicolaou: media Vestibuliferida afinidad = 0,57, media
Vestibuliferida calidad = 0,44, media Entodiniomor-
phida afinidad = 0,42, media Entodiniomorphida ca-
lidad = 0,24, P de Mann-Whitney < 0,001 (tabla 5).

Al comparar las coloraciones, se encontré que el
orden que present6 mejor respuesta a los tratamientos
fue el Vestibuliferida para las dos variables evaluadas:
afinidad tintorial y calidad de la coloracién, (tabla 5).

Tabla 2. Calidad de la coloracién para Papanicolaou.

Vestibuliferida

0,44

Entodiniomorphida

Total 0,45 0,24 0,21 0,000¢
Conservante
Formalina 10% 0,46 0,47 21,71 0,24 0,21 61,97
0,051 0,968
Formaldehido 10% 0,41 0,43 32,76 0,24 0,21 65,28
Tiempo en alcoholes (Segundos)
30 0,43 0,46 27,15 0,24 0,22 50,19
60 0,45 0,47 24,38 0,649 0,24 0,22 65,86 0,751
120 0,42 0,435 31,68 0,24 0,20 73,70
Tiempo en colorante (Segundos)
30 0,45 0,45 26,51 0,24 0,23 62,24
60 0,45 0,47 22,45 0,497 0,25 0,20 67,14 0,982
90 0,41 0,45 33,63 0,23 0,20 61,26
I .
Con Lugol 0,45 047 26,52 0,27 0,23 66,85
0,136 0,258
Sin Lugol 0,42 0,45 28,53 0,22 0,18 56,03
Coeficiente de variacion. "Prueba Kruskal-Wallis. “Valor P prueba de Mann-Whitney.




Factor

Schaudinn 15 min
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Tabla 3. Afinidad tintorial para la coloracién Tricrémica.

0,39

Schaudinn 30 min

Tiempo en alcoholes (Minutos)

0,28

“wedin [ Medana | cvw | 5| wedia | Mediana | cviw | o

2 0,33 0,40 53,42 0,22 0,21 58,98
5 0,38 0,38 45,94 0,538 0,28 0,31 46,03 0,118

7 0,34 0,39 39,91 0,26 0,29 49,07

Tiempo en colorante (Minutos)

5 0,35 0,40 46,01 0,26 0,30 53,94
10 0,33 0,35 52,99 0,746 0,24 0,23 52,74 0,862

15 0,36 0,39 43,48 0,26 0,27 48,38

Formalina 10% 0,38 0,40 38,75 0,27 0,30 49,08
Sin conservante 0,31 0,36 55,03 0,063 0,23 0,27 52,69 0,053

*Coeficiente de variacion. ®Prueba Kruskal-Wallis. “Valor P prueba de Mann-Whitney.

Tabla 4. Calidad de la coloracién para Tricrémica.

Vestibuliferida Entodiniomorphida

“tedia | Mediona | v | 5| Wodia | Mediana | )

Total 0,15 0,15 0,08 0,07 0,000¢
Schaudinn 15 min 0,13 0,10 92,94 0,08 0,08 87,20
Schaudinn 30 min 0,18 0,19 73,88 0,023 0,09 0,07 91,86 05594
Tiempo en alcoholes (Minutos)
2 0,13 0,12 85,81 0,07 0,04 114,14
0,19 0,20 79,96 0,252 0,09 0,08 79,16 0,259
7 0,15 0,13 80,86 0,09 0,09 81,97
Tiempo en colorante (Minutos)
5 0,15 0,13 87,24 0,08 0,07 91,72
10 0,15 0,16 82,03 0,917 0,08 0,08 89,56 0,963
15 0,16 0,16 82,42 0,08 0,07 91,22
Formalina 10% 0,21 0,23 63,84 0,10 0,10 73,41
Sin conservante 0,10 0,08 99,42 0:000 0,06 0,06 108,31 0,002
?Coeficiente de variacion. *Prueba Kruskal-Wallis. “Valor P prueba de Mann-Whitney.
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Tabla 5. Comparacién Técnicas de coloracion.

Variable Respuesta

e Jweauos | | o [ s |

Afinidad tintorial 0,57 0,60 0,35 0,39
Vestibuliferida 0,00 0,00

Calidad de la coloracion 0,44 0,46 0,15 0,14

Afinidad tintorial 0,42 0,40 0,25 0,28
Entodiniomorphida 0,00 0,00

Calidad de la coloracion 0,24 0,21 0,08 0,07

*Prueba Mann-Whitney.

DISCUSION

Cuando se evalu6 la afinidad tintorial para la colora-
cién de Papanicolaou, se pudo evidenciar que para el
orden Vestibuliferida el método de conservacion con
formaldehido al 10% tuvo un mayor efecto, posible-
mente por la reaccion de éste con los grupos amino de
las proteinas formando reticulaciones y ademas con-
servando las estructuras de las células; asi mismo, la
exposicion a estos agentes provocan la desactivacion
de enzimas celulares, los cuales interrumpen los pro-
cesos de autolisis, confiriéndole resistencia al tejido y
reduciendo su degradacion.”!

Por otro lado, se observé que el tiempo en alco-
holes fue significativo a 120 segundos, donde a medi-
da que se aument6 el tiempo de exposicion, el lavado
presenté mejores resultados; esto puede deberse a
que al incrementar el tiempo de exposicion y la con-
centracién de los alcoholes se produce una deshidra-

tacién parcial de la célula,**

permitiendo el ingreso
de los componentes de la coloraciéon y posibilitando
la remocién de excesos de colorante y detritos que
puedan interferir en la identificacion de las estructu-
ras internas (figura 1).

No se observé un efecto del factor tiempo de ex-
posicion al colorante sobre la afinidad, ya que los ni-
veles 30, 60 y 90 segundos arrojaron resultados simi-
lares (media 0,58, 0,57 y 0,57, respectivamente). Para
conocer efectos diferenciables de este factor sobre la
afinidad es necesario implementar en otros estudios
intervalos mas separados de tal manera que se pueda
establecer su efecto significativamente.

En este estudio se implementé la inclusién del
lugol como uno de los factores a evaluar en la co-
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loracién de Papanicolaou, ya que segun la literatura
esta sustancia permite la coloracién de las placas es-
queléticas,>*"
significativo sobre las variables de respuesta. Cuando
se analizaron las coloraciones con y sin lugol se en-
contré que no se observaban las placas esqueléticas
en ninguno de los dos experimentos. Esto puede
interpretarse como una variable de confusién, no
obstante, es un comportamiento del factor para el
cual no tenemos ningun sustento teérico que lleve a
interpretar este hecho.

Para la coloracion tricrémica, la afinidad no se vio
influenciada por ninguno de los factores evaluados en
los dos o6tdenes, es decir ninguno de los niveles de

sin embargo, no se observé un efecto

los factores presentaron diferencias estadisticamente
significativas.
De acuerdo con el estudio, a mayor tiempo de ex-

posicién en el fijador Schaudinn, se presenté un me-

Figura 1. Protozoos del género Entodinium sp. Or-
den Entodiniomorphida. Coloracién de Papanico-
laou. Evaluacién en Microscopio Nikon Eclipse E200,
aumento 400X.
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jor resultado sobre la calidad de la coloracién, esto
puede deberse a que hay mayor tiempo de contacto
entre la célula y el fijador, proporcionando, asi, la
unién entre los iones de mercurio presentes en el fi-
jador con los grupos acidos de las proteinas y con re-
siduos fosfoéricos de las nucleoproteinas; al precipi-
tar el material proteico de la célula, se conservan las
caracterfsticas morfologicas, se produce una rapida
muerte celular, evitando la autolisis y la degeneracién
de la misma, ademas la interaccién del fijador con
las membranas celulares cambia la permeabilidad de
esta ultima, facilitando el ingreso de los colorantes
(figura 2).2+%

La formalina presenté un mejor efecto para la tin-
cion tricromica en ambos érdenes, esto puede deberse

Figura 2. Protozoo del género Isotricha sp. Orden
Vestibuliferida. Coloracion Tricromica. Evaluacion en
Microscopio Nikon Eclipse E200, aumento 400X.

Figura 3. Protozoo de la especie Dasytricha rumi-
nantium, Orden Vestibuliferida. Coloracion Tricré-
mica. Evaluacion en Microscopio Nikon Eclipse
E200, aumento 400X.

a que cuando la célula esta en contacto con la solu-
cion salina isotonica (solucion salina al 0,95%), hay
un equilibrio en las concentraciones de agua fuera y
dentro de la célula, no se producen efectos osmébticos
ni dafio consecuente a las células, por su parte, el for-
mol actia conservando las propiedades quimicas y la
motfologia celular (figura 3).%

CONCLUSIONES

Las técnicas de Papanicolaou y tricrémica hasta el
momento se han empleado para el diagndstico del

cancer cervicouterino'™*

y para la deteccién de al-
131920 pegpec-

tivamente; este estudio es el primero que propone la

gunos protozoos parasitos intestinales,

implementacién de éstas técnicas de tincién policro-
matica para la identificacién de protozoos ciliados
ruminales.

Al ser la coloracién tricrémica una técnica amplia-
mente utilizada en el diagnéstico de patologias cau-
sadas por protozoos en humanos, se planteé la hipo-
tesis de que esta coloracién podria tener una mejor
respuesta al usarse en la caracterizacién de protozoos
ciliados ruminales; sin embargo, se encontré que fue
la coloracién de Papanicolaou la que tuvo un mayor
efecto de los cuatro factores evaluados sobre las va-
riables de respuesta: afinidad tintorial y calidad de la
coloraciéon en ambos Ordenes.

Los resultados obtenidos en ambas coloraciones,
pueden deberse al tipo de muestra, ya que el fluido
ruminal posee caracteristicas bioquimicas (presencia
de acidos grasos y otros metabolitos de la digestion) y
fisicas (pH, presencia de material vegetal, entre otras)
diferentes que podrian dificultar la adhesion de la
muestra al portaobjeto, la permeabilidad de la mem-
brana entre otras caracteristicas que se puedan ver re-
flejadas en la coloracién final de la célula.

Es posible que variando los niveles en los fac-
tores se logre una mayor afinidad tintorial y mejor
calidad en las coloraciones. Por lo tanto, es necesatio
realizar estudios donde se incremente el nimero de
factores evaluados y los niveles de los mismos, asi
como el nimero de réplicas, lo cual proporcionaria
mas potencia al estudio y posiblemente maximizaria
el efecto sobre las variables respuesta. Ademds, es
recomendable asegurar una apropiada fijacion de la
muestra.
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