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ABSTRACT. Cryptosporidium parvum, Isospora belli, Cyclospora cayetanensis and Microsporidia are fre-
quent pathogens in the immunodeficient host, which may cause multiple infections. The above mentioned
parasites are found in feces by the application of different specific tintorial techniques. The objective of
this work was the development of a stain for the simultanecus detection of these parasites, reducing costs
as well as the time taken to make the diagnosis. The safranin-trichrome stain is simple, chip and its resulis
are similar to those of specific tints. All microorganisms are easy to detect and besides being perfectly dis-
tinguishable from fungi and faecal elements.
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RESUMEN. Cryptosporidinm parvum, Isospora belli, Cyclospora cayetanensis y Microsporidia son patége-
nos frecuentes en el huésped inmunocomprometido que pueden incluso ocasionar infecciones miltiples. Se
diagnostican en heces por la aplicacién de distintas técnicas tintoriales especificas. El objetivo de este tra-
bajo fue el desarrollo de una tincién para la deteccién simultdnea de estos pardsitos, minimizando costos y
rednciendo el tiempo empleado en el diagnéstico. La técnica safranina-tricrémica ¢s sencilla, econdmica y
de resultados comparables a las tinciones especificas. Todos los microorganismos son fciles de visnalizar
y perfectamente distinguibles de hongos y elementos fecales.
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nensis Microsporidia.

INTRODUCCION

La diarrea es la principal fuente de morbilidad y morta-
lidad mundial y es también una complicacién comin en la
enfermedad HIV. Se estima que la diarrea ocurre en mas
del 80% de las personas con SIDA.

Hay muchas causas probables que involucran bacterias,
parasitos y virus. Entre los agentes parasitarios més fre-
cuentes estan los coccidios (Cryprosporidium parvum,
Isaspora belli y Cyclospora cayetanensis) y diferentes es-
pecies del genero Microsporidia (Enterocytozoon y Encep-
halitozoon).

C. parvum puede causar gastroenteritis severa, cronica
y progresiva en los pacientes inmunocomprometidos, las
diarreas son acuosas con importante perdida de fluidos cor-
porales ¢ inclusive pueden provecar la muerte.” Se han
descrito también en el paciente inmunocomprometido in-
fecciones del tracto respiratorio'® y vesicula biliar."® En los
paises industrializados alrededor del 0.4% de la poblacion
presenta ooquistes en heces en algin momento de su vida,
y de aquellos que son internados por diarrea el 2-2.5% cur-
sa una criptosporidiosis. Sin embargo fa seroprevalencia es

mucho mayor y el 30-35% de la poblacién de USA tiene
anticuerpos anti C. parvum. En los paises en via de desa-
rrollo la seroprevalencia es mucho mayor 60-70%.

En las naciones industrializadas, el 10 % de los pacien-
tes SIDA padecen cryptosporidiosis crénica y el 40 % de
los pacientes SIDA en los paises del tercer mundo."!

Microsporidiosis es una enfermedad infecciosa emer-
gente con un amplio espectro clinico de enfermedades que
incluyen infeccién gastrointestinal, pulmonar, nasal, ocu-
lar, muscular, cerebral y sistémica.

Poco se conoce de la epidemiologia pero €l descubri-
miento de infeccicnes autolimitantes con E. bieneusi y E.
intestinalis en personas inmunocompetentes sugiere que la
Microsporidia puede ser un patégeno humano comin.

Tiene una amplia distribucién geogrdfica y una alta
prevalencia en pacientes HIV y causa enfermedad sélo en
el huésped inmunocomprometido.'®”

La I belli ha sido conocida como un agente capaz de
producir diarrea cronica en pacientes inmunocomprometi-
dos; fue descripta en un comienzo, en pacientes con can-
cer, especialmente hematoldgicos, o con terapias inmuno-
supresoras. En la actualidad ha adquirido gran importancia
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en el SIDA. considerindose en algunos paises como la se-
gunda o tercer causa de diarrea crénica en estos pacientes,
y las prevalencias son variables segtin los distintos estudios
y metodologias alcanzando cifras que van del 0.4 al 16%,2*

Los individuos infectados con C. cayetanensis pueden
experimentar diarrea acuosa prolongada, dolor abdominal,
pérdida de peso, anorexia, mialgia y ocasionalmente vémi-
tos y/o fiebre. Con excepcién de algunos brotes, la preva-
lencia de este coccidio, en la mayoria de las poblaciones es
menor al [%. En los pacientes inmunocompetentes, la in-
feccion puede cursar en forma asintomatica. La mayor pre-
valencia de casos sintomdticos se presenta en nifios, y
adultos con SIDA donde la sintomatologia es mas intensa y
grave, 245816172023

Estos pardsitos se detectan comimmente por el uso de
diferentes coloraciones (las especies de Microsporidia no
son acido-alcohol resistentes y C. parvum y C. cayetanen-
$is no se colorean con tricrémica).

Estos agentes son frecuentes en el huédsped inmuno-
comprometido y deben ser investigados de rutina, conside-
rando ademds que en estos pacientes pueden haber infec-
ciones multiples. Para minimizar el costo del laboratotio y
el tiempo para realizar la metodologia diagnéstica especifi-
ca para cada agente, se desarrollé una técnica de colora-
cion &cido resistente tricrémica que combina carbofucsina
con cromotropo.

Sabiende que los ooquistes de C. cayetanensis se colo-
rean con safranina en un procedimiento facil, ripido y con-
fiable,”" el objetivo fue desarrollar una técnica basada en la
combinacion de safranina con una coloracién tricrémica
modificada para poder diagnosticar simultineamente (.
parvum, C. cayetanensis, Microsporidia ¢ I belli en mate-
ria fecal,

MATERIAL Y METODOS

Pacientes. Se trabajo con pacientes SIDA que concu-
rrieron al Laboratorio de Parasitologia del Hospital Provin-
cial del Centenario (Rosario, Argentina).

Se seleccionaron los pacientes cuyas muestras fecales
contenian ooquistes de C. parvum, coquistes de I belli,
ooquistes de C. capetanensis y esporos de especies de Mi-
crosporidia, asi como también pacientes con muestras ne-
gativas para estos pardsitos.

Las heces fieron recolectadas y conservadas en formol
al 10%.

La eriptosporidiosis fue previamente diagnosticada en
estos pacientes por deteccion de los ooquistes con las tée-
nicas de safranina’ y de Zhiel Neelsen modificada; Ia mi-
crosporidiosis por deteccion de los esporos con la técnica
de Tricrémica modificada,? la ciclosporidiasis por colora-
cién de los ooquistes con Zhiel Neelsen® y la isosporiasis
por observacion directa de los ooquistes enfre cubre y por-
taobjetos en 100X y 460X aumentos.

Se procesaron 35 muestras fecales para los ensayos de

Coloracién Safranina Trierémica
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confiabilidad (12 con C. parvum, 5 con Microsporidia, 7
con I belli, 1 con C. cayetanensis y 10 negativas).

Preparacion de las muestras. Las heces se concentra-
ron por el método de Ritchie’ y del sedimento resultante
se hicieron 3 frotis por muestra que fieron fijadas en meta-
nol por 5 min,

Comeo ningiin paciente tenfa infeccién miltiple se pre-
paré una muestra adicional mezclando en partes iguales
heces con C. parvum, I belli, C. cayetanensis y Microspo-
ridia, que fue procesada de igual manera.

Técnica de coloracién: Safranina -Tricrémica (ST).
Se ensayaron variantes en ambos pasos de la técnica (el de
acido-resistencia y el de coloracién Tricrdmica) y los me-
jores resultados se obtuvieron con el siguiente procedi-
miento: los frotis fijados en metanol fueron cubiertos con
Safranina 1% (1 g de Safranina en 100 m! de agua destila-
da), calentado hasta desprendimiento de vapores 2 veces y
se dejaron en contacto con la Safranina durante 15 min.

Se lavaron brevemente con agua de la canilla y s¢ de-
coloraron durante 5-10 segundos con HCI (3 ml de HCl en
97 ml de metanotl).

Se volvieron a lavar con agua de la canilla y se coloca-
ron en estufa a 37°C durante 90 min en jarrz de Koplin
conteniendo el cromotropo {Cromotropo 2R 6 g; Fast
green .15 g; acido fosfotungstico 0.7 g; 3 ml de 4cido acé-
tico y 100 ml de agua destilada).

Los frotis se enjuagaron en alcohol 4cido (0,45 ml de
4cido acético y 99,55 ml de alcohol etilico 90%).

A continuacion se hicieron dos pasajes por aleohol eti-
lico 95%, ¢l primero breve y el segundo de 5 min, se des-
hidrataron el alcohol absoluto 5 min y se colocaron en xilol
10 min,

Cuando los frotis estuvieron secos se examinaron en
1000X aumentos.

RESULTADOS

Caracteristicas de tincién de C. parvum. Los ooquis-
tes fueron facilmente identificados por presentar la morfo-
logia caracteristica. Se colorearon de rosa brillante y el in-
terior con la tipica tincién no uniforme debida a la presen-
cia de los esporozoitos.

Caracteristicas de tincién de C. Capetanensis. El
80% de los ooquistes de C. cayetanensis se tifieron de rojo
brillante. Se observé la membrana muy marcada tanto en
los ooquistes tefiidos como en los no coloreados.

Caracteristicas de tincién de Microsporidia. En todas
las muestras la pared de los esporos se colored intensamen-
te de rojo o rosade. La banda interior diagonal u horizontal
presenté un color mas palido.

Caracteristicas de tincién de L. Belli. Los coquistes se
vieron elipsoides con la membrana definida y de color ver-
doso. Los esporoblastos internos se observaron de color
rosado. Los ooquistes fueron visualizados también en
400X aumentos.
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Tabla 1. Detecci6n de agentes parasitarios por la coloracién ST y las tinciones diagnésticas especificas.

Agentes Parasitarios 5T Safranina ZN Modif. ZN Tricrémica | Observacion
directa
C. parvum (12) 12 12 12 0 0 0
C. cayetanensis (1} 1 0 0 1 0 0
Microsporidia (5) 5 0 0 0 3 0
L beili (T} 7 0 0 0 0 7
Muestras negativas (10) 0 0 0 0 0 0

ST= Safranina Tricrémica; ZN= Zhiel Neelsen; ZN Modif= Zhie! Neelsen modificada

La coloracién de fondo verde permitié la ficil identifi-
cacion de todos los agentes parasitarios y su distincién de
hongos y elementos fecales.

Algunas muestras tenfan cristales de Charcot-Leyden
que se colorearon de rojo intenso.

Estudios de confiabilidad. Se comparé la nueva colo-
racién ST con las tinciones de Safranina y Zhiel Neelsen
maodificada para C. parvum y Zhiel Neelsen para C. caye-
tanensis, Tricromica modificada para especies de Micros-
poridia y con la observacién directa en 100X y 400X para
diagndstico I befli. Los resultados se presentan en la tabla
1.

MSCUSION

C. parvum, C. cayetanensis, I belli y Microsporidia
son agentes opottunistas que contribuyen frecuentemente
en la enfermedad gastrointestinal de los pacientes inmunc-
suprimidos. El objetivo fue el desarrollo de una técnica de
tincién barata, ficil, rdpida y de resultades comparables
con las tinciones especificas de diagnostico.

Desde que se conoci6 la naturaleza 4cido-resistente de
C. parvum, las tinciones que utilizan esta propiedad son las
de eleccion en el laboratorio ¢linico microbiolégico y pue-
den realizarse por métodos de coloracién frios o calientes.”

Se ha reportado diferencia en el grosor de la pared del
ooquiste que pueden verse reflejadas en diferencias tinto-
riales.”

El uso de técnicas con carbofucsina, como colorante
primario, exige una cuidadosa decoloracion para lograr el
contraste adecuado, asi como también una falla en este pa-
so puede llevar a confusién entre las esporas bacterianas y
Microsporidia.”

Se ha comunicado que la Safranina en determinadas
condiciones tintoriales es capaz de colorear los ocoquistes
de C. cayetanensis.”!

La Safranina fue elegida como colorante primaric pot-
que tiene menor poder de penetraciénque la carbofucsina y
el paso de decoloracién no es tan critico.

La técnica original de Baxby' permiti6 una buena colo-
racién de los ooquistes de C. parvum pero no de los co-
quistes de C. cayetanensis, por lo tanto se probaron modifi-
caciones en el tiempo de la safranina (5, 10 y 15 min) obte-
niendo los mejores resultados, después de calentar hasta
desprendimiento de vapor, con un tiempo de contacto del
frotis con la safranina de 15 min. Con esta modificacion se
logré una buena tincion color rojo briltante del 80% de los
ooquistes de C. cayetanensis.

Los ooquistes no coloreados exhibieron una tipica
membrana bien delimitada.

Si bien la tincién Tricromica falla en colorear Cryptos-
poridium’ y C. cayetanensis, es ¢l método tintorial de elec-
cién para diagnostico de Microsporidia en heces. '™

Se probaron también modificaciones del tiempo de
contacto con el cromotropo (30, 60 y 90 min) en estufa a
37°C. Los dos primeros tiempos permitieron colorear los
esporos de Microsporidia, aunque en algunas muestras d¢-
bilmente; la tincién éptima se obtuvo con 90 min.

Se comprobd que el paso 4cido resistente y la decolora-
cién con HC| 3% en metanol, no afecta la posterior tincidn
tricrémica para Microsporidia.

Los ooquistes de 1. belli son visualizados en la observa-
cion directa de heces debido a que tienen un gran tamaiio
(20-30 micras).®? Pero muchas veces su observacidn puede
dificultarse, pues se excretan en bajo nitmero y su membra-
na es muy clara y exhibe poca o ninguna refringencia en
100X aumentos.

Con la tincién ST se logra la facil visualizacién del co-
quiste pues la membrana se colorea y delimita y los espo-
roblastos se tifien de rosado.

La implementacién de esta técnica de coloracién senci-
lla y econémica permite la identificacion simultines de
estos parésitos que son facilmente visualizados sobre una
coloracién de fondo verde y perfectamente distinguibles de
hongos y elementos fecales.

La aplicacién de un tinico método de coloracidn no s6-
lo abarata costos sino también reduce considerablemente el
tiempo requerido para el diagnostico.
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