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I N TR O D U €C C I O N .

La observacién microscédpica de las diferentes formas infectantes
tanto de protozoarios como de helmintos, es un desafio para el mi-
croscopista, bien sea profesionista, técnico o estudiante, gque se
enfrenta por primera vez a la bisqueda de estas formas, por lo cue.
poseer en el laboratorio preparaciones fijas es de gran utilidad. -

para dominar esta situacién.

Un archivo patrén permanente de estas preparaciones fijas y tehi
das, facilitan 1la identificacién cleara y precisa de guistes, trofo
zoIitos y huevecillos de los parésitos encontrados en un frotis co-
proparasitoscépice, y permite se utilice cuantas veces sea necesa -

rio, para demosiracién o referencia.

También puede enccntrarse en estos frotis larvas de helmintos ¥
para evitar que se deformen o gque el colorante enmascare sus carac-
teristices diferenciales, es necesario utilizar colorantes esvecia—

les o métodos de aclaramiento para lograr su iderntificacién.

Ademés, las prerparaciones de materias fecales con tincidén perma-—
nente pueden mostrar parésitos gque pasan desapercibidos con otras -
técnicas en especial para protozoariosji a menudo debe confirmarse -
su presencia en preparaciones teflidas permanentes, con el fin de -

llegar a un diagnéstico completo y seguro.

Por todo lo anterior y porque es necesario para la ensefanza de
la parasitologia en esta facultad, surguié la inguietud de elaborar
este trabajo con el siguiente objetivo: Investigar y seleccionar -
técnicas de fijacién y tincién, para obtener preparaciones permanen

tes, de las diferentes formas de protozoarios y helmintos, encontra



dos en un frotis coproparasitoscépico y a su vez comparar la efec—

tividad de las mismas.

La base para lograr una breparacidén fija satisfactoriamente obser
vable es una efectiva fijacién de la muestra, después la eleccidn de
una tincién de acuerdo a las caracteristicas de la muestra, seguida-

del aclaramiento Yy como paso final de la técnica, el montaje adecua—
do.



G E N BE R A L I D A D E S

DESCRIPCION DE COLORANTES.

La morfologlia de los diferentes estadfos de protozoarios y —
helmintos, puede estudiarse mediante exé&men microscépico, en -
preparaciones telidas o coloreadas y para hacer visibles las esg
tructuras, deben usarse técnicas de coloracién. Los colorantes

gue hasta hoy més uso tienen se clasifican en naturales y sinté

ticos uno de los més importanies es la hematoxilina, colorante
natural extraldo con &ter del corazén o duramen del &rbol méxi
cano HEMATCXYLON CAMPECHIANUM., El extracto natural gue se ob-

tiene de la madera no es un colorante activoj primeramente debe
ser oxidado para dar HEMATEINA, perdiendo el hematoxylon dos -
Atomos de hidrégeno y uno de sus ndcleos se vuelve quinona, es
te proceso de oxidacién se llama " maduracién " y se puede lo-
grar casi instanténeamente con oxidantes quimicos como el &xido
de mercurio, permanganato de potasio, peroxido de hidrégeno =
ete. (II) (I2)

Los cclorantes pueden dividirse en tres grupos: Acidos, Basi

cos ¥y Neutros. Los més utilizados generalmente son sales com-
puestas de unz base y un 4cido, la base consiste en un catién-—

con carga positiva y el anidén con carga negativas Son coloran-

tes &cidos aquellos en que la sustancia colorante esta conteni
da en el radical &cido, siendo el componente bésico incoloro,—
por ejemplo el &cido picrico: (I2) (I5)

CH

O2N N02



Los colorantes b4sicos, a la inversa, tienen su comronente -

coloreado en la base y el radical &4cido es incoloro, por ejem -

plo: la fuchina conocida como rosa anilina. (I5)

NH2

Mientras que los colorantes neutros estan formados por la mez

cla simultanéa de soluciones acuosas de determinados colorantes-—
4cidos y bédsicos. El precipitado resultante, en general soluble
exclusivamente en alcohol constituye el colorante neutro ¥y gque
tiene las propiedades colorantes correspondientes a sus componen

tes fcidos y béasicos, ejemplo: el colorante de giemsa. (11)

El motivo en virtud del cual tienen lugar las reacciones de-
tincién no esté totalmente esclarecida, pero parece gque se trata
de una combinacién de reacciones fisicas y guimicas, entre 1los

componentes de membrana y actividad del colorante. (I2)

Un concepto que se maneja con seguridad es que la c¢oloracidén

es el proceso de teiriir artificialmente los microorganismos (pro~
tozoarios y huevos de helmintos) con colorantes o reactivos para
facilitar su estudio microscépico, entendiendo por colorante un
compuesto orginico que consta de anillos bencénicos y grupos cro

méforos y auxocromos. (I5)

Croméforo o color radical es el grupo quimico que da un co-

lor especIfico a un compuesto ligado a un grupo auxocromo para-—



formar un tinte. Algunos ejemplos de los grupos més comunes:

I

%

N —N

1=

Nitro Azo p—qui‘nénico (15)

Por otra parte el grupo auxocromo, suministra la propiedad de -
formar sales y es el responsable de transferir el color de un tin-
te a una sustancia o material sobre el cual actia, este proceso es

conocido como tincién.

Segin el tipo de grupos auxocromos, los colorantes se dividen-
en dos clases:

Colorantes Bisicos «— Que tienen el grupo auxocromo NH, o N(CH3 )2

Colorantes Acidos .- Con el grupo auxocromo SO3H: COOH u OH™

Cuando se habla de tincién directa o sinmple se refiere a gue-

el microcrganismo o tejido se tifle por inmersién en el colorante

en la tincién indirecta el microorganismo o tejido se tifie sola-

mente con la ayuda de un mordiente (enlace entre el microorganismo
¥ €l colorante, algunos materiales no se tifien hasta que la combi-
nacién de colorante y mordiente se forme un compuesto que es ca —
paz de adherirse firmemente al microorganismo o tejido). Una tin-

cién progresiva es aquella dénde los elementos se tifien lentamente

en un orden determinado, miertras que la tincidén regresiva tife -

los elementos en exceso y no se diferencian hasta gque los compues—

tos del microorganismo a estudiar retienen el colorante. (II)

En la tincién negativa tine los elementos y el microcrganismo per—

manece sin tehir y destace de una coloracién de fondo, para el se-

utilizan los colorantes Acidos y en la tincién metacromitica el mi




croorganismo o parte de &1 se tifle de un color diferente del que
posee el colorante. (I2)
Por otro lado se conocen méitodos de coloracién, algumos de-

ellos son: Coloracién vital es cuvando se colorea el microcrganig

mo vivoe. Coloracidn intravital es la coloracién de microorganis—

mos vivos mientras todavia forman parte del organismo. La colora

cién supravital es la tincién de microorganismos vivos cuando se

separan del corganismc. Se cuenta también ccn cclorantes ecreciIfi

cos que sclamente actidar scobre determinadecs ceonstituyentes de -
las celulas dejando otros sin colorear. I se cornoce como reforza
dores a las sustancias que aumentan censiderablemente el poder

"de tinecidén y la selectividad de un cclorante. (11)
CARACTERISTICAS DF LA
FIJACTIOH BN,

El paso fundamental en la manipulacién para una preparacién-
permsnente, es una correcta fijacién, ya que una muestira vieja o
una fijacién inadecuada, puede ser causa tanto de la coloracién-—
insuficiente de los microorganismos como de una coloracion de &s
pecto indefinido. (2)

Existe une variabilidad en la fijacién, ja Que los quistes in
maduros se fijan mAs ficilmerie que los quistes antiguos, ¥y los

quistes de Ertarceba coli reguieren ura fijacién mas prolongada-

que los de otras especies. (3)

Con la fijacién adecuada el material de bage generalmente to-—
ma el color de acuerdo & la técnica y colorante utilizado, y se
ha de tomar en cuenta para cada especimen. {5)

Una buena fijacién es aguella er la cual el agente fijador e
netru répidamente en el microorganismo, parando de inmediato los
procesos metébolicos, su accién debe ser répida y causar un mini

mo de distorcién o cambios degenerativos. (4)



La mayorfa de los fijadores sor venenos citoplésmicos y actdan
mis rApido en calientes generalmente desnaturalizan o precipitan
las proteinas, las que formar una esponja o malla que tierde a en
globar los otros componentes de la célulaj; sin embargo todos 1los
fijadores provocan un cambio de material celulzr asl como alterz-
cién flsica y guimica de los componentes celuleares. Pero conrer-

van las formas que se busca observar,

Un fijador en condiciones ideales debe ser estable y de fAacil

manejo al igual que ecordémico. (2)

METOTLTOS PARA DIFFEFRENCIACTION

MORFOLOGICA A,

Dado el interes que han demcstrado los investigadores por -
observar las diferentes formas microscépicas de los paréasitos, =
han desarrollado distintos criterios para diferenciar su morfolo-
gla. Se mencioran agul algunas de ellas que proporcionan bases pa

ra las realizadas en este trabajo.

PREPARACIONZS DIRECTAS O NO TENIDAS: para E. coli los quistes

son casl siemrre esférices, algunas veces ovalados Yy raramente -
irregularess; miden I5 a 25 micras, estan rodeados de una doble-
pared, su citorlasma es granular en dénde sobresalen los ntclecs
refringentes, los cuales varian er ntmero de I a 8 aunque no es
raro llegar a encontrar quistes con I6 y hasta 32 ntcleos, ocacip
nalmente se observan una masa translicida que corresponde a una
vacuola de glucégeno en otros se ven unos cuerrxos en forma de es

pinas o astillas refringentes, repartidas en el citoplasma -



que corresponden a las barras cromatoidales. (I)

Los guistes de E. histolytica son esféricos o ligeramente ova-—

les; refringentes y miden entre I2 y 20 pa m de didmetro, su cito
plasmz es finamente granular, los niucleos no se aprecian pero es
posible llegar a ver los cuerpos cromatoidales semejantes a bas—
toncillos con extremos redondeados y muy refringentes, y en quis—

tes de Giardia lamblia que son ovales y miden de 8 a I3Mm de -

largo por 6 a 8 de ancho, son incoloras y su doble pared se puede
llegar a observar perfectamente, al mismo tiempo 2 o hasta 4 nt~
cleos refringentes. (2)

Para Trichomona vaginalis los trofozoltos provenientes de exu—

- dados vaginalis y uretrales, presentan varias formas, en algunos
se encuentra su clésicz forma ovoide con movimientos muy rédpidos
debido a sus flagelos, en algunos el axostilo sobresale el cuer
po hacia la zona posterior, aunque en la mayorla de ellos gque-
da dentro del citoplasme, la membrana ondulante es mas corta que
el cuerpo, y no se distingue facilmente. (I) (2)

En huevecillos de Ascaris lumbricoides los fértiles son an—

chos y ovoides, con una c¢apsula gruesa y transparente, consti-
tuida por una membrana vitelina interna, la cual no se encuentra
en los huevos infértiles, se presenta una capa media itransparente
¥y gruesa derivada de glucégeno y una capa mamelonada externa albu

minpide y generalmente se observa bien definida.

Los huevos de Himinolepis nana scn semiesfericos u ovalados-

hialinos con estructuras muy particulares tienen su membrana ex-
terna delgada y lisa y una membrana interna que presenta en cada-
polo dos engrosamientos polares, de cada uno parten de 4 a 5 fi-
lamentos finoe, estas membranzs encierran un embrién hexacanto -

con sus 6 estiletes caracteristicos., miden de 50Mm de largo por



45mm de ancho. (I) (7) (16)

PREPARACIONES TENIDAS CON IUGOL: Los quistes de E. coli se pue
den apreciar con sus caracteristiéas sefial adas anteriormente a di-
ferencia gue sus nicleos se ven con su endosoma excéntrico. si -
existen vacuolas de glueSgeno toman un color rojizo, los cusrpos-—
cromatoidales no se alcanzan a observar, el citoplasma segin la -
edad de los quistes captarid la coloracién. Para los quistes de -

E.histolytica el citoplasma no se tifie intensamente a diferencia-

de E. coli, cuando existe glucégeno, sobre todo en quistes inmadu
ros, se presenta en forma de una o mé&s vacuolas que se tillen més -
intensamente que el resto del quiste, las barras cromatoidales no

ge llegan a observar. (I) (2)

Los quistes de Giardia lamblia tefiidos con lugol se distingue

su citoplasma, sus nGcleos se tillen bien al igual gue los flagelos
¥ los axonemas, ¥y puecde observarse de 2 a 4 ntcleos segdn su gra-
do de madurez. (I) (I5)

El trofozoito de T. vaginalis con lugol se puede observar con —

las caracterIsticas anteriores sé6lo que més bien definido, su axos
tilo puede o no sobresalir el cuerpo de este aungle pocas veces se

observa, lo gue si se ve es su movimiento en muestras recientes.

Los huevecillos de E. nana con lugol toman un c¢olor amarillo
dorado y se observan bien sus caracteriIsticas ya mencionadas in -
cluyendo sus membranas 1interna Yy externa al igual gue su em-

brién hexacanto.

PREPARACIONFE CON TINCION PERMANENTE: Los quistes de E. coli,

tenidos con hematoxilina se ven de un color gris o gris azulados y
sus esgstructuras aparecen mAs obscurasji en los uninucleadezs el nG-

cleo es m&s grande gque en los otros y va disminuyendo conforme-—



llegan s su madurez, la cromatina nuclear periférica tiene una -
distribueién homogénea y el endosoma es un grénulo fino Yy ligera
mente excéntrico, los quistes maduros son tetranucleados ¥y sus -
caracteristicas morfolégicas son semejantes a las ya anotadas, -—
las barras cromatoidales son més faciles de encontrar en los quis

tes inmadurocs. (I5)

Los de E. histolyvtica la observacién de los guistes uninuclea-

dos, la estructura del nilcleo es semejante a las de los trofozol-
tos, los niicleos de un binucleado son mis pequeiios y asl sucesiva
mente hasta los guistes maduros que tienen ochoj es posible 1lle-
gar a encontrar quistes con méAs de ocho nicleos. Los cuerpos cro-—
matoidales, en tinciones con hematoxilina se ven casi negros y se
mejan astillas, si los quistes llegan a tener vacuolas de glucége
no este se disuelve y aquellos aparecen como grandes espacios va—

cios. (7)

Para quistes de Giardia lamblia tefiidos con hematoxilina se

les observa su pared aungue no se tirie y el citoplasma toma un -
color gris azulado uniforme, los nitcleos tienen un endosoma volu—
minoso generalmente excéntrico y se presentan ordenados a unoc y
otro lado de los axonemas gque dividen al quiste en dos mitades; -
los flagelos ce observan también curvados dentro del citoplasma.
En tinciones procesadas con habilidad y experiencia es posible
llegar a ver todas las estructuras mencionadas anteriormente con

bastante claridad juntamente con los cuerpcecs parabasales. (7) -
(16).

La Trichomona vaginalig teniida con hematoxilina adquiere un co

lor gris o azul grisaceo, se observan formas muy variadas, son -
més grandes que las otras especies de trichomonas, cuatro flage-

los anteriores se extienden a partir de su blefaroplasto, los



cuales estén ordenados dentro de la membrana, esta membrana es cor

ta, aproximadamente recorren dos tercios del cuerpo del paréasito.

El nicleo se encuentra cerca del extremo anterior, contiene un-
nimero de grénulos generalmente ordenados en forma de flor, dentro
de la membrana nuclear. El citoplasma se encuentra lleno de vacuo
las con restos alimenticios, el axostilo puede o no sobresalir el

cuerpo del mismo. (I) (2)

Los hvevos de A. lumbricoides, se observan facilmente con la —

aplicable tineién de lugol, sin embargo las caracteristicas ya men
cionadas, sobre todo sus tres capas son mé4s distinguibles en tin-

ciones permanentes como la tincién tricromatica.



M E T 0O D O L O G I A .

Se menciona en primer lugar fundamento y secuencia de los pa

sos para la elaboracién de las técnicas de fijacién y métodos —~

de tincidén dado que, en lo general las constantes permanecen Yy

resultarfa repetitivo escribirlas en cada uno de los métodos ¥

técnicas.

I.- PFIJACION: Es el proceso mediante el cual los elemertos =

3.-

constitutivos de la célula y por lo tanto de los
microorganismos, son fijados en cuanto a su estado fisico
y parcialmente a su estado quimico, de manera que pueden re
gistir el tratamiento =sucesivo con uno o varios reactivos -

sin pérdida, distorecién importante o descomposicidén.

DESHIDRATACION: El agua debe de eliminarse por completo de

las preparaciones. La deshidratacién se ha
ce mediante pascs sucesivos en goluciones alcohdlicas de —

concentraciones crecientes hasta llegar a alcohol absoluto

TINCION: Los mejores resultados para una buena tincién se =

obtienen cuando ésta, se hace lo més répidamente -
después de la fijacién. Los colorantes en general, varian
en relacién a su rresidén osmética, pues unos estan disuel-
tos en agua Yy otros en soluciones alcohélicas de distin-
tas concentraciones por lo que es necesario, hacer pasos su
cesivos antes del colorante, en soluciones alcohélicas de
mayor a menor concentracién o viceversa, segin el coloran-
te en solucién acuosa o alcohélica respectivamente. Para -
tinciones contrastantes de esiructuras es necesario utili-

zar mis de un colorante, separadamente o mezclados.

4.~ ACLARAMIENTO: Este paso es uno de los mas criticos y es




aqui dénde algunas estructuras se pueden colapsar si no se tie
ne cuidado en el paso previo del alcohol absoluto a la solu =
cién o sustancia aclarantej generalmente hay dos pasos prevics
en alcoheol absoluto en seguida se introducen las preparaciones
en xilol que es un buen aclarantej para helmintos, se recomien
da después del xilel, introducirlos en aceite de cedro, creoso
ta o aceite de clavo que evita que las piezas se vuelvan que

bradizas que es lo gque pasa cominmente con el xilol.

MONTATE: Los especimenes ya aclarados, se montan con bil samo—

de canadd o resina sintética. Para piezas grandes co
mo proglétidos se requiere un medio de montaje espeso, mien—
tras que para frotis debe de estar bastante diluido para pos
teriormente hacer una buena observacién con objetivos de in-
mersidén. Existen otros muchos medios de montaje que se utili-
zan Ppara piezas que no requieren tincién previa a las cuales
van adicionados un aclarante y un colorante contrastante o so

lo un aclarante.

LIMPIEZA: Desde luego que es verdaderamente dificil preparar

laminillas fijadas sin exceso de medio de montaje,
por lo que generalmente después de este, es necesario esperar
un tiempo variable entre diez y quince dias Yy en ocaciones -
m&s tiempo, si se itrata de un montaje de piezas grandes para
acelerar el secado, se recomienda introducir las preparaciones
en la estufa u horno a 6OOC, después del secado, con una nava-
Ja u hoja de bisturf, se raspa el exceso de resina y se lim-

pia con una gasa con alcohol o xilol de preferencia.

ETIQUETADO : Después de la limpieza es necesario el etiguetado

con los datos del parésito del gue se trata, es—

tadlos del mismo y fecha.



TECNICAS DE FIJACION.

Aungque existe una amplia variedad de fijadores para parésitos,

solo se mencionarén, algunos de los gque se realizarén en este es—

tudio.

a).—

b) .-

SOLUCION FPIJADORA DE SCHAUDINN :
( método de Heidenhainn )

REACTIV(OS:

Sclucidén acuosa saturada de cloruro merciirico 2 v+
Alcohol etflico al 95% Iv
Acido acético glacial (por cada I0O ml de sol'n) S ml
TECNICA =

I- Preparar sobre una laminilla un frotis de materia fecal.
2= Introducir los frotis sin dejar secar en el fijador de -=
Schaudinn, al cual se le ha agregado un 5% de &cido acé—
tico glacial, durante 30 minutos a 60°C.
Esta solucién se prepara inmediatamente antes de utili -

Z2arSe.

FIJADOR DE SCHAUDINN :

( método tricrémico, sin A&cido)

REACTIVOS:

Alcohol etflico al 95% Iv
Solucién acuosa saturada de cloruro merctrico 2 v
TECNICA:

I- Preparar scbre una Jaminilla un frotis de materia fecal.

2— Introducir los frotis sin dejar secar en el fijador de



Schaudinn, durante 30 minutos a 60°¢

-+ Volumenes.

¢).— SOLUCION FIJADORA CON FORMOL, LUGOL Y GLICERINA :

REACTIVOS:

Formol al IO%
Solucidén de lugol.

Glicerina gq.p.

TECNICA:
I- Colocar en una laminilla una gota de la muestra, previamen

te tratada por el mé&todo de concentracidne.

2= Dejar hasta que la muestra quede semiseca.

Poner una gota de formol, una de lugol y una de glicerina-—

esparcirlas por todo el frotis.

4— Colocar un cubreobjetos sobre la extensidn.

5— Sellar con bélsamo de canad&.

d) .— FIJACION CON ALCOHOL METILICO:

( método de Heidenhainn, procedimierto rapido )

REACTIVOS:

Alcohol metilico de 80 a IO0%

TECNICA::

I- Preparar sobre una laminilla un frotis de materia fecal.

2—= Introducir los frotis, sin dejar secar en alcohol metili-

co de 80 a I00%, el tiempo necesario.



e) .~ SCLUCION FIJALORS DE TURDYEV :
( especizl para E. histolytica y otros rrotozoarios)

Glicerina a.p.
Acido acético glacial (5 gotas por IOOQ ml de sol'n) 5

REACTIVOS ¢
Solucidn acuosa de nitrito de sodio al 0.2% 85 v
Solucién fuerte de lugol 3 v
Formol sin diluir (formaldehido al 40%) I0 v
2 v
&

TECNICA:

I- Colocar en una laminilla wuna gota de la muestra, pre -

viamente +tratada por el métcdo de ccncentracién o flo

tacién.
2—- Agregar 3 gotas de la solucidén fijadora de Turdyev.

3= Cor la esquina de un cubreobjetos, esparcirlo por todo

el frotis.

4- Colocer un cubreobjetos sobre la extencidén.

5- Sellar o montar con bélsamo de canadd o bien proseguir
con la técrica de coloracién después del paso No. 3

-

f).- FIJAGION CON GLICERINA AL 50%

( para pretozoos y helmintos )

REACTIVOS s

Glicerina q.p.
Agua destilada.

TECNICA:

I- Colocar en una laminilla una gota de la muestra, previa



mente tratada por el método de concentracién o flotacion.
Dejar hasta gque la muestra guede semiseca.

Poner dos gotas de glicerina al 50%, y con la esquina de —
unn cubreobjetos esparcirla por todo el frotis.
Colocar un cubreobjetos sobre la extencidén.

Sellar con baélsamo de canad4.

FIJACION CON ALBUMINA DE HUEVQO:

REACTIVOS:

Albuimina de huevo.

Agua destilada.

TECNICA:

I—- Frotar la laminilla con una torunda previamente htimeda
con albumina de huevo.

2— Scbre esta hacer un frotis de materia fecal.

3— Dejar secar el tiempo necesario.

4—- Proseguir con la técnica de ccloracidn.



METODOS DE TJITNCION.

HEMATCXILINA FERRICA DE HEIDENHAINN :

Especifica para quistes y trofozoftos en preparaciones permanen

tes, con el inconveniente de procesacién lenta.

PROCEDIMIENTO s

Hacer una fijacién Turdyev de la muestra, indicada en la péagi
na Is56.

Introducir en alcohol yodsdo, durante 5 minutos.

Lavar al chorro del agua, cuidando que no se barra el frotis.
Introducir en alumbre férrico al 2% a 40°C. durante 3 minutos.

Lavar con agua.

Colocar el frotis en la sclucidn colorante de hematoxilina al

0.5% por espacio de I5 minutos.

Lavar con agua durante 3 minutos.

Introducir en solucién saturada de 4cido picrico, el tiempo —
necesario.

Lavar con agua durante I5 minutos.

Realizar un bafio de alcohol al 70%

Pasar por dos bafios de alcohol al 95% por espacio de un minuto
cada uno.

Introducir en alcohol absoluto por espacic de 2 minutos.

Introducir en xilol por espacio de 3 minutos.

- I8 -



- Montar o sellar con béAlsamo de canad4a.
- Etigquetar la preparacién.

- Observar al microscorio.

TINCION DE HEMATOXILINA Y FEOSINA:

Esta técnica se utiliza para protozoarios intestinalegs y de cavi

dades, con la ventaja de una coloracién bien definida y perdurable.

PROCEDIMIENTC =

- Fijacién turdyev de materia fecal u otro producto bioldgico

— Introducir en slcchol yodado durante I o 2 minutos.

—~ Lavar en agua destilada.

— Introducir en bario de sclucién acuocsa de hiposulfito de sodio.
durante 3 minuvtos.

— Lavar en agua destilada.

— Colocar el frotis en solucidén colorante de hematoxilina al 0.5¢
el tiempo necesario, puede variar entre I0 y I5 minutos.

— Lavar con agua destilada adicionada de unas gotas de carbonato
de litio durante 5 a I0 minutos.

— Introducir en colucién acuosa de eosina durante I minuto.

— Lavar en agua destilada.

- Deshidratar en alcoholes de 50%, 70% a absoluto por espacio de
un minuto en cada uno.

~ Dos rasos de xilol de un minuto cada uno.

= T9 =



Montar con resina o béalsamc de canadé.

Etiquetar la preparacidn.

Observar al microscopio.

COLORACTION DE GIEMSA :

Ezte es el cléasico métode de tincidén para rarésitos tisularess

la técnica tamtién es Gtil para flageladcs intestinales y de cavi

dades.

METOIO TARA FLAGEIATOE Y DE CAVIDADES:

PROCEDIMI ENTO :

Se coloca una gota de suero en el extremo de una laminilla.
Al lado se coloca un mg de heces o una gota de secrecion va-
ginal o algin otro producto.

Se mezcla con el suero y se hace una extencién,

Se cubre con algunas gotas de alcohol metflico durante dos

a tres minutos, dejando que se segue.

Se cubre con la sclucidén de trabajo y se deja actuar durante
20 a 30 minutos, puede variar hssta 2 horas.

La solucién de trabajo giemsa: previamerte rreparada con solu
cién madre y solucidén buffer de giemss.

Se lava suavemerte con agua de la llave.

Dejar secar el tiempo necesario.



Montar con bé&lsamo de canadi.

- Etiguetar la preparacién.

Observar &l microscopio con objetivo de inmersidén.

TINCION TRICROMATICA DE GOMORIT :

Es la técnica permanente preferida para el diagnéstico -

usual, de procesamiento ripido y ademés recomendable en pre—

paraciones sistematicas.

PROCEDIMIENTO =

Fijacién turdyev de la muestra, previamente tratada -
poer un método de concentracidén o flotacidn.

Lavar con aleohol al 70%, en tiempo necesario.

Introducir en alcchol yodado durante I a IO minutos.

Dos lavados de alcohol al 70% de 2 minutos cada uno.
Tincién tricrom&tica mediante I0 a 20 minutos.

AMlcohol acidificado 90% (4cido acético al I% ) dos inmer
siones.

Dos lavados de alcohol al 95% de 3 a 5 minutos ca&a uno .
Carbol xilenc mediante 2 minutos.

Dejar en xileno 2 minutos.

Montar inmediatamente con bé&lsamo de canadi.



Etiquetar 1a Preparacién.

Observar al microscopio.
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RESULTADOS Y DISCUSION,

De los distintos metodos de fijacidn estudiados en este trabajo
se obgervdé que al aplicar la técnica de Schaudinn las muestras se
cristalizaban, tal vez debido a la temperatura de 60°C Y ala -
accidén del Acido acético, por lo que se optéd trabajar las muestras
a la temperatura ambiente y sin &cido, obteniendose asi mejores re

sul tados.

La fijacién con alcohol metflico al 80% destruyé los gquistes -
agul se piensa pudo influir la concentracién del alcohol, ya que
es conocido que este alcohol tiene la propiedad de ser téxico y -
la accibén de estos agentes es bactericida o bacteriostética por --
lo tanto se puede creer que ocurre un rompimiento de la membrana —
del microorganismo permitiendo a su vez la alteracion de propie -
dades fisicas y quimicas y como consecuencia la deformacién de es
tas formas, mientras que la fijacién de glicerina al 50% dio bue—
nos resultados al igual que la fijacidn de formol, iodo y gliceri-
na se obtuvo una fijacién adecuada y por lo tanto una observa ——

cién més precisa.

Para este trabajo se selecciond la técnica de fijacién TURDYV
porque se lograrén resultados &ptimos para la observacidén de guis
tes y huevecillos asl mismo para larvas, tanto en fijacién htmeda

como en secoj la primera es para parésitos gue no reguieren *.n

{3

cién por ejemplo en el caso de huevecillos de T. trichuria ¥y 1

segunda es adecuada para microorganismos gque necesariamente deben
tefiirse para fines de obgervacién, ¥y obtener preparaciones perma —

nentes como en el caso de observacién de amibas.

En cuanto a los métodos de tinecibdn, aunque existe gran cantidad

de técnicas segin investigacidén bibliogréafica se decidié para tra-



bajar con las que més especificaciones marcan para protozoarios ¥y
helmintos, observindose que una de las técnicas primordiales es la
hematoxilina, para el propésito de este trabajo se eligié la modi-
ficacién de Heidenhainn y los resultados obtenidos fuerdén acepta—
bles pues los parésitos tomarédn una tonslidad azulosa o grisacéos
con nlcleos obscuros casi negros, los cuerpos cromatoidales de los
quistes amibianos y las inclusiones como bacterias o glébulos ro-—
jos se tifilen de negro y el fondo de la preparacién suele ser azul

gris, lo que ayuda a diferenciar los paréisitos.

Por otro lado con la tincién de Hemztoxilina Eosina se obtuvie-
rén buenos resultados en cuanto a cocloracién de las muestrags ya -—
que la eosina contratilfie y la preparacién toma un color rosa inten
so 3 los nlicleos de los quistes se ven claramente mientras que los
huevecillos toman una tonalidad bién diferenciable de acuerdo a ——

sus caracteristicas morfolégicas.

La coloracién de Giemsa especlIfica para cavidades, se utilizé-—
para tefiir Trichomona vaginalis dando resultados poco aceptables,
sin embargo para otras muestras como quistes de E. coli dié me

Jores resultadosg, pues se distinguierén con bastante claridad.

La coloracién TRICROMATICA se selecciond por ser un método réa—

pido y ofrece bueros resultados en estudios cotidiarcos & su vez
es sencillo, pues no es necesario sobretefiir y 1luego aclarar, -
como en la tineién de hematoxilina eosina, atin asi resaltan los -
detalles morfolédgicos de los parésitos. AsI, se observa muy claro
que los huevecillos bien tehnides toman un color azul verdoso con -
tintes pirpura, la cromatina nuclear, cuerpos cromatoidales y glo-
bulos rojos, bacterias pueden aparecer de un color rojo o plurpura
lo cual define muy bien los guistes, otras particulas como levadu-

ras suelen teriirse de verde. Los huevos de A.lumbricoides tanto




fértiles como infértiles toman una coloracién verde y las larvas
de Enterovius vermicularis toman una coloracidén purpura distin -
guiendose claramente su bulbo esofdgico. Es frecuente que los hue
vecillos se aplasten en el medio de montaje, por esto se +trabajés
con fijacién himeda de esta misma manera la tineién asI preparada
es bastante aceptable, para identificacién de gquistes, hueveci -

llos y larvas.

En cuanto al montaje de las preparaciones se rrobarén varias -
técnicas como el sellar con esmalte de utlias, dando resultados no
muy confiables pues permite la entrada de aire y por consiguiente
la desecacidén progresiva de la muestra. Se trabajo también el se
llado con resilicén y debido a que este tarda en secar varias ho
ras permitiendo también la entrada de aire; de la misma manera se
sello con parafina pura la cual sl secarse resbala con el vidrio-

e impide el sellado.

Finalmente se hizé el medio de montajJe como lo indican varios-
autores con bélsamo de canadd, dandoc bueros resultados tanto en -
preparaciones en fres¢co como en htmedo, agqul se pudo cbservar que
el tiempo de solidificacién de este es demasiado y hace la mues—

tra pegajosa cuando el sellado se realiza en la periferia de la -
muestra, por lo que se probé hacer este mismo montaje con la dife-—
rencia que el bdlsamo quede entre el cubrecbjetos y la muestra dan

do mejor resultado ¥y aspecto al mismo tiempo.



c 0O N C L U S I O N E S5 .

s
En la elaboracién de esta investigacién se llega a las siguien

test
Se decidid por la fijacidn turdyev, pues es el método gue cau-

ga la menor distorcién en la morfeologla y caracteristicazs de los

parédsitos.

Aceptacidén de las tinciones Tricrom&tica modificada por Gomori
¥ la de hematoxilina eosina de Cowdry, por obtener una buena tona
lidad de los microorganismos, siendo mejor la segunda debido a -

que mantiene sus caracteristicas tintoreas por tiempo indefinido.

En cuaznto al montaje se da por eficzaz el del bAlsamo de canadi
puesto que es el gque m&s perdura o bien hace gue se conserven las

muestras con sus caracteristicas iniciales.

Se cumple con el objetivo de investigar, comprobar y montar -
técnicas de fijacidén y de coloracidén de las distintas formas in -
fectantes de rarésitos, para elaborar un archivo patrdn de prepa—

raciones permanentes que sean de utilidad para la ensefianza de la

parasitologia.
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