Comparacion de tres técnicas de tincion para la identificacion de
Cryptosporidium sp., a partir de muestras coprologicas obtenidas en una

poblacion infantil de Calarca Quindio
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Resumen

Introduccion: El Cryptosporidium sp. es considerado como un parasito intracelular
obligado, causante de diarrea aguda autolimitada en pacientes
inmunocomprometidos. Sus ooquistes son &cido alcohol resistentes, con un

didmetro de 4 a 6 micrometros.

Objetivo: Comparar las técnicas de tincion, Zielh-Neelsen, Giemsa y Safranina -
azul de metileno utilizadas en muestras coprologicas, en el diagnostico de

ooquistes de Cryptosporidium sp.

Materiales y métodos: Se estudiaron 70 muestras coprolégicas de nifios de 2 a 5

afios de edad. Cada una de las muestras fueron sometidas a tincién por los
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métodos de Zielh-Neelsen modificada, Giemsa y Safranina - azul de metileno. Se
determino reproducibilidad de los métodos, ademas se evalud la sensibilidad y

especificidad.

Resultados: se encontrd6 una sensibilidad de 100 %, 52.9 % , 88.8 % y una
especificidad de 100%, 86.7%, 86.8%, para las tinciones Zielh-Neelsen
modificada, Giemsa y Safranina - azul de metileno, respectivamente. EI nivel de
confiabilidad fue de 0.98 (excelente),0.56 (buena) y 0.51 (buena) para cada una

de las técnicas mencionadas.

Conclusion: se determino que la tincibn mas apropiada para el diagnostico
rutinario de Cryptosporidium sp. es la de Zielh-Neelsen modificada, debido a su
porcentaje de sensibilidad y especificidad, aunque no presenta diferencias

significativas entre las otras pruebas.

Palabras Claves: Técnica de tincion para coccideos, Cryptosporidium, poblacién

infantil.
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Comparison of three staining techniques for identification of
Cryptosporidium sp. Coprological from samples obtained in a child

population of Quindio Calarca

Diana Milena Rubio - Guarin.!, Fabiana Maria Lora - Suarez.2 Jorge Enriqgue Gomez3

ABSTRACT

introduction: Cryptosporidium sp. is considered an obligate intracellular parasite
that causes self-limiting acute diarrhea in immunocompromised patients. Its

oocysts are acid-resistant, with a diameter of 4 to 6 micrometers.

Objective: To compare the staining techniques of, Ziehl-Neelsen, Giemsa and
Safranin - methylene blue carpological samples were used in the diagnosis of

Cryptosporidium sp.

Materials and methods: We studied 70 coprological samples of children between
5 yr- old. Each samples was subjected to staining by the Ziehl-Neelsen modified
Giemsa and Safranin - methylene blue methods. We determined the methods

reproducibility as well as their sensitivity and specificity.

1 .Facultad de Educacion, programa de Licenciatura en Biologia y educacion Ambiental, Universidad del Quindio, Armenia
Colombia. 2. Facultad de Educacién, programa de Licenciatura en Biologia y educacién Ambiental, Universidad del Quindio,
Armenia Colombia, Grupo de Estudio en Parasitologia Molecular (GEPAMOL), Centro de Investigaciones Biomédicas,
Universidad del Quindio, Armenia, Colombia. 3. Presidente de la Asociacién Colombiana de infectologia del eje cafetero

.Universidad del Quindio, Armenia, Colombia. 1



Results: We found a sensitivity of 100%, 52.9%, 88.8% and a specificity of 100%,
86.7%, 86.8% for Ziehl-Neelsen staining, Giemsa and Safranin - methylene blue,
respectively. The confidence level were 0.98 (excellent), 0.56 (good) and 0.51

(good) for each of the above techniques.

Conclusion: It was determined that the stain more suited for routine diagnosis of
Cryptosporidium sp. is the modified Ziehl-Neelsen, due to its sensitivity and

specificity rate, although no significant differences between the other tests.

Keywords: staining technique, Cryptosporidium, children.

Introduccién

El Cryptosporidium sp. es un protozoario parasito, ademas un agente causal de
enfermedades gastrointestinales en todo el mundo. ' Fue descrito como patégeno
humano en 1976 2, en Colombia la prevalencia del parasito esta entre 2.5% y 4% en
personas con diarrea® , en estudios realizados en Bucaramanga y Santander se
demostr6 prevalencia del parasito en 3231 a 40% de los nifios
inmunocompetentes® y en 42 % de nifios con compromiso del sistema inmune por

cancer.®
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En los nifios con diarrea, Cryptosporidium sp. es la tercera o cuarta causa de
diarrea infecciosa, generalmente después del rotavirus y de Escherichia coli .6La
frecuencia de Cryptosporidium sp en nifios entre un mes y trece afos, de un
hospital Colombiano en un estudio realizado con 173 pacientes fue de 46.8 %, y su

prevalencia fue de 46.8 %.’

En la actualidad hay multiples métodos de laboratorio para determinar la presencia
de coccidios, en especial para Cristosporidium sp. y Cyclospora sp, tales como
técnicas de reaccion en cadena polmerasa (PCR), inmunoaglutinacion de
particulas de latex, inmunofluorescencia directa y técnicas de inmunuensayo con
enzimas. Si bien es cierto que se mejora la sensibilidad y especificidad a la hora
de encontrar estos parasitos, también es cierto que se aumentan de forma
dramatica los costos. Actualmente se aceptan como pruebas oro las tinciones, ya

que estas son de bajo costo, por ende mas practicas para cualquier laboratorio.(8:9)

La forma inactiva de Cryptosporidium, llamada ooquiste es excretada en las heces
fecales de las personas o animales infectados, este ooquiste tiene una pared
resistente, permitiéndole sobrevivir a variedad de ambientes. (10.11) E| diagnostico
de laboratorio se basa en la deteccion de los ooquistes en las heces frescas o
preservadas, mediante métodos de concentracion y coloracion e

inmunologicamente, determinando anticuerpos circulantes o captura de antigenos
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parasitarios en heces. (12

El diagnostico parasitolégico diferencial debe plantearse con Cyclospora sp. ,
siendo este también productor de diarreas en inmunocompetentes y en
inmunosuprimidos , caracterizandose igualmente por sus ooquistes semiacido
alcohol resistentes. La diferenciacion entre ambos se realiza basicamente por el
tamafio, midiendo de 4 a 6 micras de diametros los ooquistes de Cryptosporidium

sp., mientras que los de Cyclospora sp. miden de 8 a 12 micras de diametro.(13.14)

El objetivo de este estudio fue comparar las tres técnicas de tincion més utilizadas
tales como, Zielh-Neelsen modificada, Giemsa y Safranina - azul de metileno en la
identificacion de Cryptosporidium sp, y determinar cual de estas es las mas
indicada para usar en los examenes rutinarios 0 en investigaciones posteriores,
hallando la sensibilidad y especificidad de las técnicas comparadas. Ademas se
disefio un afiche a modo de informacién y se realizo una campafa de prevencién
de los coccidios entre la poblacion estudiantil de la Escuela Vivencias Infantiles de

Calarca Quindio.
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Materiales y métodos

Este trabajo es un estudio de tipo comparativo, en el cual se tuvieron en cuenta 70
muestras de materia fecal preservadas en frio congeladas a — 20 ° C , de estudios
poblacionales, donadas por el Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad del Quindio, teniendo como muestra de referencia para el control
positivo para cryptosporidium las muestras preservadas en formol salino, donadas
por el Doctor Fidel Angel Nufiez del instituto Pedro Koury de Cuba.

Las 70 muestras fueron sometidas a la técnica de concentracién de Ritchie,
posterior a esto se les aplico tres técnicas de tincién, tales como Zielh- Neelsen
modificada, Giemsa, y Safranina — azul de metileno, (ver anexos) las placas
coloreadas se observaron en toda su extension con el objetivo de 100x.

La sensibilidad y especificidad de las técnicas comparadas, se determino con una
tabla 2 X 2, en la que se tuvieron en cuenta las 70 muestras, contando las
muestras positivas para la prueba de oro, (la cual se realiza con lugol, observando
las muestras con microscopia y micrometria) y para cada una de las técnicas de
tincion, ademas se tuvieron en cuenta los resultados positivos para la prueba de
oro y negativos para cada una de las técnicas de tincion, los positivos para cada
una de las técnicas de tincion y negativos para la prueba de oro, también los

negativos para la prueba de oro y para cada una de las tinciones.
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Para analizar la reproducibilidad o fiabilidad de las técnicas, se realizaron las 10
diluciones seriadas. Tomando de la muestra control , (muestra positiva donada por
el instituto Pedro Koury de Cuba) 10 pl llevando la dilucion a 100 pl, a la cual se le
realizo el conteo de los ooquistes presentes en la camara de Neubawer , para
inocular cada dilucibn en 10 muestras negativas, tomando como muestras
negativas los coprologicos en los cuales no se encontraron ooquistes con las

técnicas utilizadas en el estudio.

Luego de ser inoculadas la muestras son sometidas a cada una las técnicas
comparadas y a la prueba de oro, (examen directo —lugol), realizandose este
proceso nuevamente tres veces con las mismas cantidades inoculadas y en las
mismas 10 muestras negativas. Se determiné el grado de concordancia de estas,

a través de indice de Kappa.

Se realiz6 una campafia de sensibilizacion de la importancia de una buena
higiene en nuestras tareas cotidianas, se les habldé a los nifios de los grados
tercero, cuarto y quinto de la escuela Vivencias de Calarca Quindio, sobre los

Coccidiosy otros tipos de paréasitos.
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Resultados

Para realizar todo el analisis comparativo entre las tres técnicas de coloracion, se
establecieron dos categorias de muestras positivas y negativas, respecto a la
ausencia y presencia de ooquistes, sin importar el nimero de ooquistes
visualizados, implementando como criterio diagnostico la micrometria, para obtener
la medida de los ooquistes, los cuales tienen un diametro de 4 a 6 micras tomando
como positivos lo ooquistes que estén entre este rango de diametro. La tabla 1
resume el nimero de positivos y negativos para los ooquistes de Cryptosporidium,
de las 70 muestras analizadas, con las técnicas de tincion Zielh- Neelsen
modificada, Giemsa, y Safranina — azul de metileno y la prueba de oro. Cada una
de las 70 muestras fue sometidas a técnica de concentracion de Ritchie, para tomar

el pelet del resultado y realizar los montajes para las tinciones.

En la tabla 2 se puede observar el nimero de ooquistes encontrados de
Cryptosporidium, que se inocularon en la muestra de materia fecal negativo, donde
las muestras fueron sometidas con las tres técnicas de tinciones respectivas y la

prueba de oro.
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Tabla 1. Resultados de las técnicas Zielh- Neelsen modificada, Giemsa, y Safranina — azul
de metileno, y lugol en 70 muestras de materia fecal.

TECNICA Nimerode Nimerode Niomerode Nimerode
muestras ooquistes muestras muestras
totales totalen positivaspara negativas para
analizadas positivos  Cryptosporidium Cryptosporidium

Zielh-Nelseen 70 42 16 54

Modificada
Giemsa 70 27 14 56
Safranina-azul de metileno 70 21 9 61
Lugol 70 42 16 54

Tabla. 2 se resume el conteo de positivos y negativos con respecto a la prueba de
oro en las tablas dos por dos para evaluar sensibilidad y especificidad.(cada técnica
se compara con la prueba de oro, observacion con micrometria y lugol.)

Tabla 2 X2 Tabla 2 x 2 para
para Zielh- Safranina -
Neelsen Tabla 2 x 2 para Azul de
modificada. Giemsa metileno.
16 0 9 7 8 8
0 54 8 46 1 53

muestras positivas para la prueba

de oro y la técnica

muestras positivas para la prueba de oro y
negativos para la técnica

muestras negativas para la prueba de oro y
positivas para la técnica

muestras negativas para la prueba

de oro y la técnica
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Tabla 3. Resultado del conteo de ooquistes inoculados en controles negativos con las técnicas
Zielh- Neelsen modificada, Giemsa, y Safranina — azul de metileno Yy la prueba de oro.

DILUCIONES NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE

SERIADAS (nimero OOQUISTES CON ZNm OOQUISTES CON GIM OOQUISTES CON S-A OOQUISTE CON

de ooquistes) LUGOL
1(15) 3 0 0 3
2(14) 4 1 2 4
3(13) 3 0 1 3
4(12) 3 0 0 3
5(11) 2 0 1 2
6(10) 3 1 1 3
7(9) 1 0 0 1
8(8) 1 0 1 1
9(7) 1 0 0 1
10(6) 0 0 0 0
TOTAL 21 2 6 21

ZNm: Zielh-Neelsen modificada; GIM: Giemsa; S-A: Safranina—Azul de metileno.(cada una de las técnicas se apoyacon la

micrometria.

En la tabla 3 se debe tener en cuenta que el conteo de lo ooquiste en la camara
neubawer se realiza solo con 10 ul de la muestra que se tienen como control
positivo, en la cual se realiz6 un conteo total de 80 ooquistes, a partir de estos 10 pl
se realizaron las 10 diluciones y se estimo el nimero esperado en cada una. De
estas diluciones se realizé el montaje con 3 ul, por esto el nUmero de ooquistes

esperado es el que se muestras en la primera columna de la tabla.
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Tabla 4. Resultado del conteo de ooquistes de Cryptosporidium en la prueba de reproducibilidad.

diluciones GIM Zn-m S-A Lugol
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TOTAL 3 8 5 15 27 33 11 6 4 15 27 33

ZNm: Zielh-Neelsen modificada; GIM: Giemsa; S-A: Safranina—Azul de metileno.(cada una de las técnicas se apoyaconla
micrometria.

Con el andlisis de los datos de la tabla 1 se encontré una sensibilidad de 100 % ,
52.9 % , 88.8 % y una especificidad de 100 % %,86.7 %, 86.8 %, para las tinciones
Zielh-Neelsen modificada, Giemsa y Safranina - azul de metileno, respectivamente.
En la tabla 2 y 3 se analizan la fiabilidad de cada una de las técnicas, El nivel de
confiabilidad fue de 0.98 (excelente), 0.45 (moderada) 0.56 (buena) para cada un
de las técnicas mencionadas.

Con los nifios de los grados tercero, cuarto y quinto de la Escuela Vivencias
Infantiles, se desarrollaron diferentes actividades, como el trabajo con guias
educativas, donde los nifios expresan su conocimiento sobre los tema de la charla,
donde se manejo la importancia de la higiene en nuestra vida cotidiana y un poco

sobre el mundo de los parasitos.
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Discusién

Dentro de los llamados patdgenos intestinales emergentes se destaca un grupo de
protozoarios parasitos intracelulares conocidos como coccidios intestinales donde
se incluyen Cristosporidium sp. , Isospora sp. y Cyclospora sp., que causan,

respectivamente, criptosporidiosis, isosporiosisy ciclosporiosis.t®

La identificacibn de quistes, ooquistes o0 trofozoitos de protozoarios
enteroparasitos puede necesitar en circunstancias determinadas coloraciones
especiales. La hematoxilina férrica de Heindenhain ha sido el método
tradicionalmente empleado en nuestro medio, pero su laboriosidad, prolongado
tiempo de procesamiento y manejo artesanal de alguna de sus fases
(decoloracion), han hecho desaconsejable su empleo en los actuales esquemas

diagnésticos de rutina.(-16)

En este estudio, se tuvieron en cuenta coloraciones diferenciales tales como.
Zielh- Neelsen modificada, Giemsa, y Safranina — azul de metileno, que en su
mayoria se les ha evaluado su sensibilidad y especificidad, para el diagnostico de
otro coccidio denominado Cyclospora sp. , como este presenta caracteristicas
similares al Cryptosporidium sp. en cuanto a forma y composicion del ooquiste;

las técnicas de tincibn mencionadas se evaluaron esta vez, para el diagnostico de
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Cryptosporidium, ya que son pocos los estudios que evallen sensibilidad y

especificidad de estas tinciones para este microorganismo.

En los resultados obtenidos en estudios realizados para cyclospora, en la
comparacion de dos técnicas de tincién, se encontr6 que para Zielh- Neelsen
modificada, presentaba una sensibilidad de 95% y una especificidad de 98.8 % ,
mientras que con Safranina modificada una sensibilidad de 90 %, y una
especificidad del 100 %, indicando un elevado alto grado de concordancia. 17 .
Segun los resultados de la sensibilidad y especificidad de las tinciones
comparadas, en este estudio, en el caso de Cryptosporidium, las técnicas no
presentan diferencias significativas, lo que apunta a que el uso de las tres
tinciones pueden resultar Utiles como herramientas diagnosticas ,siendo la tincién

de Zielh- Neelsen modificada, la mas sensible y especifica.

Las dificultades y lo laborioso del diagnostico, del coprologico de Cryptosporidium,
ha propiciado el desarrollo de estuches comerciales basados en la capturas de
antigenos fecales, pero existen muchos factores que afectan la calidad del
estuche, al utilizar este estuche en diagnostico y prevalencia de Cryptoporidum
sp., encontraron una especificidad de 90.7% y una sensibilidad de 57.1 %, 8 . La
sensibilidad en este estudio para la técnica de tincion de Zielh — Neelsen fue de

100% vy la especificidad de 100 % en el diagnostico coprologico.
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En los dltimos afios se han realizado estudios de protocolos diagndsticos de
protozoos, pero estos han apuntado a la parte molecular, por esto cabe recordar
que estos tipos de estudios deben de seguir, ya que no todos laboratorios tienen
la disponibilidad de equipos, para la realizacion de nuevos tipos de diagnosticos.
Por esto las investigaciones deben apuntar también a formas faciles y practicas
para mejorar los diagndsticos, siendo en este caso las tinciones, para obtener
datos de una forma practica, a la hora de realizar estudios poblacionales de este

tipo de microorganismos en zonas lejanas o en laboratorios sencillos.

En los diferentes estudios de prevalencia de Cryptosporidium sp. , han evaluado la
sensibilidad y especificidad de técnicas utilizadas, como la técnica de ELISA para
su diagnostico, encontrando asi un 93.5% de sensibilidad y un 97% de
especificidad.(129 | En los estudios poblacionales de coccidios, han utilizado como
herramienta diagnostica las técnicas de técnicas de tincién de Zielh- Nelseen y la
de safranina, pero no se ha evaluado su sensibilidad y especificidad para coccidois

como el Cryptosporidium. (21.22)

Se puede concluir que con base a los resultados obtenidos en este estudio, es
posible proponer como técnica recomendada por su sensibilidad y especificidad la
coloracion diferencial de Zielh-Neelsen modificada, como herramienta diagnostica
de Cryptosporidium sp., esto puede ser por la afinidad de los colorantes a la pared

de los ooquiste, y el uso del alcohol acido. se recomienda realizar estudios mas
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extensos, aumentando el nimero de muestras croprologica, donde se evalué la

sensibilidad y especificidad , en busca de mejorarla.

Recomendaciones

Las técnicas de tincion son muy practicas como herramientas diagnosticas de
Cryptosporidium y otros protozoos, por esto se recomienda realizar estudios para
evaluarlas, aumentando el nimero de muestras, ademas que tengan también el

objetivo de mejorarlas, segun la necesidad de los laboratorios.
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ANEXO 1.

TENICA DE RITCHIE MODIFICADA.
- Cuando la materia fecal es dura, agregue solucion isotdnica y mezcle hasta que
guede liquida, en cantidad aproximada de 10 ml.
- Pasar por una gasa doble y himeda, aproximadamente 10 ml de la materia fecal
liquida a un tubo de centrifuga de 15 ml.
- Centrifugue a 1500 rpm — 2000 rpm por 2 minutos. Se decanta el sobrenadante.
- Diluir el sedimento en solucién salina, centrifugar como se indico anteriormente y
decantar.
- Agregar al sedimento aproximadamente 10 ml de formol al 10 %, mezclar bien y
dejar reposar por 5 minutos.
- Agregue 3 ml de éter, tapar el tubo y mezclar fuertemente durante 30 segundos.
Destapar cuidadosamente.
- Centrifugar a 1500 rpm por 2 minutos. Se forman 4 capas distribuidas asi: un
sedimento pequefio que contiene los huevos, quistes, etc.; una capa de formol; un
anillo con restos materia fecal y el éter en la superficie.
- Con un palillo se afloja de las paredes del tubo el anillo con reto de materia fecal y
cuidadosamente se decanta las tres capas superiores.
- Se mezcla el sedimento con las pequefas cantidades de liquido que baja por las
paredes de tubo y hacer preparaciones en frescoy con lugol.

ANEXO 2
TINCION ZIEHL — NEELSEN MODIFICADA
- La muestra de materia fecal se extiende en el porta objeto en un area aproximada
de 1 % cm de didmetro.
- La coloracion se hace con carbol-fucsina concentrada ( fucsinabasica 1g: 10 mlde
etanol al 5 %: 90 ml) con este colorante se deja 20 minutos
- Se lava con agua de grifo durante 2 minutos.
- Se decolora con alcohol acido, por 10 minutos o hasta que decolore.
- El colorante de contraste es azul de metileno durante 5 minutos.
- Finalmente se lava con agua corriente durante 1 minuto y se deja secar a

temeeratura ambiente.
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ANEXO 3
TINCION DE SAFRANINA- AZUL DE METILENO
- La muestra de materia fecal se extiende en el porta objeto en un area aproximada
de 1 % cm de didmetro.
- Se hace la coloracion con azul de metileno por 10 minutos.
- Selava con agua de grifo
- Se hace a coloracion contraste con safranina.
- Se lava a chorro.

ANEXO 4
COLORACION DE GIEMSA

- Se hace un extendido de materia fecal.

Se fija con metanol, se voltea la placa hasta que seque

Se aplica colorante giemsa por 10 minutos

Se aclara con agua
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GUIA 1. Actividad préctica.
APLIQUEMOS LO QUE APRENDIMOS
1. Observa el tamafio de un microbio al compararlo con el tamafio de una hormiga

2. En estedibujo se han escondido unagran cantidad de pequefios microbios, intenta encontrarlos y
coloréalos.
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3. iNo tengas miedo! No todos los microbios son malos , pueden servir para hacer:

Queso Yogures Medicinas

Dibuja
un queso
q Dibuja una
medicina

e Higiene alimenticia
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5.
6.
7. Dibuja un yogur
8.
9. Hay varios tipos de higiene, une cada higiene con el objeto que le corresponda.
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