Método rapido para la observacion
de Cryptosporidium en heces
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Entre agosto de 1990 y diciembre de 1991 se
examinaron 120 muestras de materia fecal de ni-
fios o adultos que consultaron por diarrea,
sugestiva de ser causada por Cryptosporidium
spp. En todos los casos se realizo la colora-
cion con Lugol-Nigrosina, que proponemos, y .
se hizo la confirmacién con la de Ziehl Neel-
sen modificada, pese a su {imitacion de tefiir
con el mismo patrén de coloracién el Cryptos-
poridium y estructuras diferentes a él. En 20
(16.6%) muestras (12 de nifios y 8 de adultos)
se identificaron ooquistes de Cryptosporidium
spp y todas se confirmaron como positivas
por la coloracion de Ziehl Neelsen modificada.
Dado que no siempre es facil la observacion de
parasitos de poca prevalencia sugerimos esta
coloracién como ensayo de rutina porque ayuda
a distinguir los ooquistes de Cryptosporidiumy
mejora la observacion de todos los protozoarios.

PALABRA CLAVE

CRYPTOSPORIDIUM

INTRODUCCION

Cryptosporidium spp es una coccidia catalo-
gada como agente etiolégico de diversas
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enfermedades entre las cuales se encuentran la
respiratoria (1) y la hepatobiliar e intestinal; causa
diarreas cuyo curso depende del estado inmune del
paciente: son agudas y autolimitadas en animales y
en humanos inmunocompetentes (2) de cualquier
edad (3-18) y de curso crénico en pacientes inmu-
nosuprimidos.

Para establecer el diagnéstico de cryptosporidio-
sis a partir de muestras clinicas o preservadas exis-
ten diversas técnicas (19-22) entre ellas las
histolégicas, las tintoriales y las serolégicas. Entre
las técnicas tintoriales se cuentan las siguientes:

a) Fresco con lugol Dantoni

b) Campo oscuro

¢) Truant auramina rodamina

d) Ziehl-Neelsen en frio modificado

¢) Naranja de acridina

f) Coloracién con fluoresceina o biotina

Las técnicas serolégicas incluyen el ensayo inmu-
noenzimatico para detectar antigeno y Ia aglutina-
cién con particulas de latex.

El propdsito del presente articulo es proponeruna
alternativa para el diagnéstico rapido de cryptospori-
diosis através de laobservacién con objetivo de gran
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aumento en microscopio compuesto, coloreando las
heces con Lugol y Nigrosina. Este método se puede
estandarizar como un procedimiento de rutina en el
diagnéstico coproldgico.

MATERIALES Y METODOS

Entre agosto de 1990 y diciembre de 1991 se
observaron 120 muestras de materiafecal de pacien-
tes condiarrea, de diversa procedencia, asi: 70 nifios
menores de 12 meses que consultaron por diarrea
de mas de 3 dias de duracién al Hospital Infantil Ciub
Noel de Cali; 30 adultos VIH positivos, con diarrea,
que acudieron a la Seccién de Epidemiologia de la
Clinica Rafael Uribe del ISS-Valle y 20 adultos que
consuitaron al Hospital Evaristo Garcia, de Cali, y
que fueron remitidos al Laboratorio Clinico del mismo
hospital con diagnéstico presuntivo de cryptospori-
diosis.

En el Departamento de Microbiologia de la Univer-
sidad del Valle se llevaron a cabo los analisis de la
siguiente manera: con las muestras se hicieron dos
montajes en portaobjetos; para el primero se preparé
una suspension de heces en solucién salina fisiolé-
gica de tal forma que al colocar debajo un papel
impreso dificilmente se distinga la impresion; se ana-
dieron una gota de Lugo! (lodine Sigma 3380 y
yoduro de potasio Merck 5043) y una de Nigrosina
(Sigma 4754 preparada en formol, Merck 4003);
luego se mezcldé con un aplicador y por dltimo se
colocé un cubreobjetos; se observé de inmediato con
objetivo de inmersién buscando los coquistes inco-
loros, refractiles, ovales o esféricos, con 5-6 micré-
metros de didmetro y que contienen 4 esporozoitos.
No captan el color oscuro de la Nigrosina.

En el segundo portaobjetos se realizé un exten-
dido que, luego de secar, se fij6 y colore6 con la
técnica de Ziehl-Neelsen (ZN), para observar con
objetivo de inmersién y buscar ooquistes rojos, con
unadepresién central blanquecina y escasos granu-
los en su interior.

Preparacién de la nigrosina: se mezclaron 10
gramos de Nigrosina y 100 ml de formol al 10%; la
mezcla se disolvié en bafiomaria hirviendo durante
30 minutos, teniendo cuidado de reponer el formol
evaporado; después se pasd a través de papel de
filtro doble Whatman N 2 1.

Preparacion del lugol Dantoni: se disolvieron 5 gra-
mos de yodo y 10 de yoduro de potasio en 100 ml de
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agua destilada; esta solucién se empleé hasta por
tres semanas, diluida al 1:5 (21).

RESULTADOS

Veinte de las 120 muestras analizadas (16.6%)
resultaron positivas tanto con Lugol-Nigrosina como
con ZN modificado. Las restantes fueron negativas
por las dos técnicas.

Doce de las muestras positivas fueron de pacien-
tes del Club Noel; 4 de los del ISS y 4 de los del
Hospital Evaristo Garcia. Se observaron 0-3 ooquis-
tes por campo de alto poder con la coloracién de
Lugoly Nigrosina y 0-4 con la de ZN. Al observar con
objetivo de inmersién las preparaciones coloreadas
con Lugol y Nigrosina los ooquistes se distinguen
porque son incoloros, ovales o esféricos, con 5-6
micrometros de didmetro y 4 esporozoitos; revelan
una estructura externa de doble pared; no captan el
color de la Nigrosina sino que se observan refractiles
(Figura N2 1).

DISCUSION

En cuanto al diagndstico diferencial, las levaduras
tienen un patrén de coloracién variado: unas veces
setinencompletamente (Figura N22), otras notoman
la coloracién (Figura N® 3) o se observan vacuoladas
o encapsuladas. La presencia de gemacién ayuda a
distinguirlas (Figura N2 4).

Segun la literatura los ooquistes se pueden observar
en el coprolégico con solucién salina y lugol pero no es
facil identificarlos con exactitud cuando son muy esca-
s0s (21); por lo tanto el diagndstico de rutina se basa
en la observacion de extendidos coloreados con la
técnica de ZN modificado o con algin otro método
segun las facilidades del laboratorio, pero no con lugol
ya que sin suficiente experiencia se dificuta mucho
distinguirlos con pequerios aumentos.

Una limitacién al utilizar el lugol es que al cabo de
15 minutos de contacto con él se colorean algunocs
ooquistes lo que lleva a confusién con levaduras si
se toma como criterio que éstas pueden colorearse
con dicho reactivo.

Por investigaciones anteriores, y debido a la pro-
piedad que tienen los ooquistes de ser acido-alcohol
resistentes, se sabe que la técnica de ZN modificada
es util para diferenciar ooquistes de Cryptospori-
dium, aunque se pueden encontrar en algunos ¢asos
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FIGURA N21 FIGURA N22
OOQUISTE DE CRYPTOSPORIDIUMEN UNA MUESTRA DE LEVADURA EN UNA MUESTRA DE MATERIA FECAL (LU-
MATERIA FECAL (LUGOL-NIGROSINA 100X). GOL-NIGROSINA 100X). NOTESE LA TOMA DEL LUGOL.
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FIGURA N23 FIGURA N2 4
LEVADURA EN UNA MUESTRA DE MATERIA FECAL (LU- LEVADURA CON GEMACION EN UNA MUESTRA DE MATE-
GOL-NIGROSINA 100X). NOTESE QUE NO HUBO TOMA DEL RIA FECAL (LUGOL-NIGROSINA 100X).
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FIGURA N25 FIGURA N26

ESTRUCTURAS VEGETALES (ZIEHL-NEELSEN 100X). OOQUISTE DE CRYPTOSPORIDIUM (ZIEHL-NEELSEN
100X).
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estructuras vegetales que se tifien con el mismo
patrén de coloracién; sin embargo, éstas son més
grandes y tienen contenido vacuolar (Figura N2 5);
para el observador poco entrenado tales estructuras
vegetales pueden diagnosticarse como ooquistes de
Cryptosporidium con la coloracién ZN pero no con
Lugol y Nigrosina observando con objetivo de gran
aumento y en campo claro; asi se puede facilmente
establecer que la estructura observada no corres-
ponde a un ooquiste de Cryptosporidium. A pesar de
ésto se utilizé la técnica de coloracién ZN con la cual
los ooquistes se colorean de rojo brillante con dife-
rentes grados de intensidad y algunos contienen
granulos oscuros (Figura N¢ 6). Las levaduras en
cambio se tifien de color azul o rosa pélido.

Concluimos que la coloracién con Lugol y Nigro-
sina es un procedimiento sencillo, no invasivo, de
bajo costo y alto beneficio para observar los ooquis-
tes de Cryptosporidium.

SUMMARY

RAPID METHOD FOR DETECTION OF CRYP-
TOSPORIDIUMIN STOOLS

We examined 120 stool specimens from ,
patients with diarrheal disease, suspected of
being infected with Cryptosporidium.
Preliminary observation was made with a Lugol-
Nigrosine stain and confirmation with modified
Ziehl-Neelsen. Twenty specimens (12 from
children and 8 from adults) (16.6%) were posi-
tive for Cryptosporidium oocysts and every
one of them was confirmed with ZN stain. Since
it may be difficult to detect low-prevalence
parasites we suggest routine use of Lugol-
Nigrosine which is useful for the detection of
Cryptosporidium as well as of other protozoa.
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