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Examen coproparasitario. Metodologia y empleo.
Revision técnico metodoldgica

Dr. Roberto Salvatella', Tec. Carlos Eirale >

Resumen

El examen coproparasitario es un conjunto de técnicas diagndsticas que constituyen la

]

indicacion metodoldgica para la identificacion de la mayoria de las enteroparasitosis
motivadas por protozoarios o helmintos. Su eficacia y sensibilidad para establecer un
diaghdstico correcto dependen de la adecuada indicacion y preparacion de la muestra, los
datos clinlcos y antecedentes de interés que sean aportados al laboratorio y de su correcta y
completa ejecucion con examen directo microscopico, enriquecimiento y examen
macroscopico final. Otras técnicas complementarias (coloraciones, enriguecimientos
especiales, etcétera), contribuyen a completar el esquema del examen, en circunstancias
especificas (agentes oportunistas, emergentes, exoticos o endémicos). La presente
comunicacion presenta la metodologia y desarrollos en la prdctica diaria del Laboratorio de
Parasitologia de la Reparticicn Microbiologia del Departamento de Laboratorio Clinico de la

Faculiad de Medicina.
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Introduiecidn

Actualmente las enteroparasitosis representan en el mun-
do un importante problema de salud publica V. La Or-
ganizacién Mundial de la Salud (OMS) @ estima que la
ascaridiasis produce cuadros clinicos en 214 millones de
personas a nivel mundial la tricocefalosis en 133 y las
uncinarias en 96 millones. En el caso de los protozoarios
enteropardsitos, sirven como ejemplo: la giardiasis con
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una incidencia de 500.000 nuevos casos anuales, asf
como la infeccién por Entamoeba histolytica que afecta
aproximadamente a 50 millones de individuos.

Aunque la mortalidad producida por enteroparasitosis
es baja, los niimeros totales a nivel mundial, alcanzan al-
tas cifras como 90.000 decesos para anquilostomiasis,
60.000 por ascaridiasis y 70.000 por amibiasis. Fuera de
estos lamentables efectos, este grupo de afecciones moti-
va infecciones crénicas con efectos negativos e insidio-
sos en el crecimiento, nutricién y desarrollo psicofuncio-
nal de los nifios, con especial repercusién en nifias y mu-
jeres.

En Uruguay, es un grupo de afecciones cuya verdadera
entidad se desconocié durante mucho tiempo, hasta que
actuales investigaciones detectaron los verdaderos gru-
pos de riesgo en los que las enteroparasitosis alcanzan
prevalencias y morbilidad de consideracién @

Aungue se dispone para el diagndstico de algunos
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agentes, de métodos inmunolégicos ¥, la metodologia
parasitoldgica directa, organizada bajo el nombre de exa-
men coproparasitario, constituye el procedimiento de
eleccion para el diagndstico de 1a mayoria de estas dolen-
cias ©.

El examen coproparasitario posee lejanos antecedentes
que van desde el reconocimiento de helmintos enteropa-
résitos en tiempos de Hipdcrates @, hasta 1a visualizacién
de Giardia lamblia (Stiles,1915) por Leewenhoeck al ob-
servar materias fecales con el primer microscopio de su
invencion, en la Holanda de 1683 7.

El desarrollo de técnicas concretas es relativamente re-
ciente, con los trabajos de Brumpt y Langeron &9, dis-
poniéndose en la actualidad de variadas técnicas que se
complementan en diversos esquemas, implementados
por diferentes grupos de trabajo.

Esta comunicacién pretende mostrar los esquemas y
métodos de trabajo adoptados por el Laboratorio de Para-
sitologia del Departamento de Laboratorio Clinico del
Hospital de Clinicas y profundizar en las técnicas, reque-
rimientos e indicaciones de estos estudios. Se seguird un
orden de exposicion ldgico y acorde a como avanza la de-
cisién y ejecucidn diagndstica.

Indicaciones y solicitud

La indicaci6n del examen coproparasitario, por parte del
médico, debe atender al pardsito que se sospecha, tomdn-
dose en cuenta que esta metodologfa es realmente ttil
para aquellos protozoarios, cuyos trofozoitos, quistes u
ooquistes, o helmintos, cuyos huevos o anillos se emiten
mezclados con las materias fecales. Esta consideracién
excluye a Enterobius vermicularis (oxiuro), dada su ca-
racteristica bioldgica de oviposicién en la margen anal,
por lo que su diagndstico se efectia mediante el método
de espdtula adhesiva.

Debe tenerse en cuenta, para efectuar con éxito el exa-
men coproparasitario, la adecuada obtencién de tres
muestras minimas de materia fecal, debidamente obteni-
das mediante: preparacién del paciente, correcta prepara-
cién del material y cronograma de obtencién 1.

La preparacién del paciente pasa por lograr mediante
un régimen alimenticio previo (48 horas antes), con la
menor cantidad posible de frutas, verduras y grasas, ob-
servaciones microscépicas libres de residuos, que obsta-
culicen el estudio.

Una muestra correcta de materia fecal para el examen
coproparasitario debe ser suficiente (mds de 50 g), re-
ciente (conservar en heladera hasta 8 horas y aplicar con-
servadores en plazos mayores), correctamente rotulada
(nombre del paciente y fecha de emisién), en frasco de
vidrio transparente, limpio, seco y de boca ancha con
tapa-rosca y sin mezcla de orina (para evitar deterioro de
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pardsitos o dificultades para extender frotis de colora-
cién)*?.

El cronograma de obtencién del material debe consi-
derar: a) que muestras dnicas solo permiten diagnésticos
positivos en 60% de las materias con pardsitos '¥; b)
que los pardsitos (protozoarios y helmintos) tienen ciclos
de eliminacién de huevos y quistes con periodos negati-
vos para la presencia de los mismos en las materias feca-
les y ) que existen diversos esquemas sobre la secuencia
de las muestras recolectables.

Los esquemas de recoleccién méds empleados indican
tres muestras en dias alternos, colectadas segin lo ante-
riormente expresado.

Una condicién fundamental para obtener los més com-
pletos y rigurosos resultados es acompafar el material
con datos clinicos y antecedentes (personales, familiares
y ambientales) del paciente, asi como la sospecha que lle-
va a la busqueda del diagndstico coproparasitolégico.
Datos como inmunodepresién de diverso tipo, proceden-
cia del extranjero, condiciones ambientales del examina-
do o antecedentes familiares de parasitosis, pueden orien-
tar o adaptar la secuencia de estudios y técnicas que se
ejecutardn.

Algoritmo de procesamiento y metodologias

El desarrollo basico del examen coproparasitario debe in-
cluir ineludiblemente tres tiempos: a) examen directo en
fresco, b) técnica de enriquecimiento y ¢) examen ma-
croscdpico.

La presencia de nuevas enteroparasitosis emergentes
(criptoporidiosis, ciclosporidiasis, etcétera) o la pesquisa
de pardsitos exdticos para nuestro medio, con requeri-
mientos diagndsticos especiales (anquilostémidos, etcé-
tera) llevan actualmente a la adopcién de técnicas com-
plementarias en lo referente a coloraciones y enriqueci-
mientos.

En la figura 1 se detallan los pasos de procesamiento
que adopta el Laboratorio de Parasitologia del Departa-
mento de Laboratorio Clinico de la Facultad de Medici-
na.

El material recibido, en correctas condiciones de envio
y conservacion, pasa a ser procesado en un primer tiempo
de observacién microscépica directa, en fresco y con tin-
cién por lugol parasitolégico. Para la obtencién de la
muestra se procede a una observacién de la materia fecal
recibida, tomédndose mediante asa bacterioldgica mues-
tras de elementos patolégicos (moco, pus o sangre) si se
los observara, o de cualquier sector aleatoriamente en
caso de no identificarse materiales anormales.

La observacién se inicia con la suspensién de ese ma-
terial en una gota de 0,05 ml de solucidn salina isotdnica,
sobre portaobjeto, y simultdneamente otra muestra simi-
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Figura 1. Algoritmo del examen coproparasitario en el Laboratorio de Parasitologia del Departamento de Laboratorio
Clinico. Técnicas de enriquecimiento: Ritchie o Faust. Coloraciones o técnicas especiales: 1) Negro de Clorazol, Tionina,
Tricrémica, Bailenger; 2) Kinyoun, Sheater, WES y Calcofluor, autoflourescencia y flourescencia directa por anticuerpos

monoclonales.

lar serd mezclada en 0,05 ml de lugol parasitolégico. Este
colorante; de gran afinidad por los aziicares .complejos,
permite obtener coloraciones contrastadas que facilitan la
observacién de elementos intracelulares.

Los aumentos empleables en el microscopio, se inicia-
réan por el lente topografico (30 x), para seguir progresi-
vamente hasta completar la totalidad de objetivos en seco
disponibles (generalmente 200 x y 450 x). La btisqueda
de huevos o larvas de helmintos requiere especial cuida-
do; ya que su presencia puede concentrarse en sectores de
la laminilla o de la muestra preparada.

Un resultado positivo, en el examen directo, depende
del azar o de la presencia de un gran niimero y concentra-
cién de elementos parasitarios en el material observado.

El enriquecimiento es el tiempo del examen copropa-
rasitario que tiene por finalidad la concentracién de los
elementos parasitarios, aumentando la sensibilidad de la
observaci6n cuando su ndimero es escaso y escapa a la de-
teccién del examen directo. Existen dos grupos de técni-
cas de enriquecimiento: a) técnicas de sedimentacién y b)
técnicas de flotacidn. :

Algunas de las técnicas mds conocidas y empleadas
son, entre las de sedimentacidn, Ritchie o Carles y Bart-
helemy; y entre las de flotacién, Willis o Faust (4!,

En la préctica diaria del Laboratorio de Parasitologfa
del Departamento de Laboratorio Clinico, las técnicas de
concentracién empleadas son el Ritchie, en sedimenta-
cién, y el Faust, en flotacién (ver anexos 1y 2).

En relacién a técnicas de sedimentacién derivadas de
la técnica bésica de Ritchie, se cuenta con diversas modi-
ficaciones como en caso del tiempo de lavado para la ex-
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traccién de grasas, utilizdndose en lugar de éter sulfiirico
el .acetato de etilo o el empleo soluciones alcohdlicas
tamponadas, en los iltimos lavados del sedimento us),
Existen en la actualidad técnicas de enriquecimiento
con equipos comerciales descartables, que poseen la ven-
taja de un procesamiento en circuito cerrado, hecho que
brinda resaltable bioseguridad con gran exactitud diag-
néstica, pero estos materiales descartables poseen un cos-
to no siempre posible de absorber por las instituciones !®.

La tabla | detalla las ventajas y utilidades de las técni-
cas de Ritchie y Faust!®, que se utilizan en Uruguay des-
de largo tiempo atrds.

El examen macroscopico se fundamenta en el macera-
do de la materia remanente sobre un tamiz (malla fina de
0,5 mm) que se coloca debajo de un fuerte chorro de agua
de canilla, hasta observar solo restos vegetales o eventua-
les pardsitos macroscépicos. El residuo retenido en la
malla fina se depositard para su examen en una bandeja
esmaltada de fondo bicolor (campo negro y blanco). Este
tiempo del examen coproparasitario es 1itil en el control
de tratamiento de teniasis por T.saginata/solium con anti-
helminticos, a los efectos de certificar curacién por elimi-
nacion del escolex, o para detectar otros pardsitos de gran
tamafio (Ascaris lumbricoides, hidatides evacuadas por
via digestiva, etcétera.)

Los tres tiempos bésicos (directo, enriquecimiento y
macroscépico) constituyen etapas ineludibles del trabajo
diagnéstico, que implica un completo examen copropara-
sitario.

La realizacion de estas tres etapas junto con la correcta
preparacién del material a examinar y la recolecci6n se-
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Tabla 1. Capacidades comparadas entre las técnicas de enriquecimiento coproparasitolégico de
Ritchie (sedimentacion) y Faust (flotacién)

Técnicas Concentracion Conteo Identificacion Identificacion Identificacién Preparaciones'
huevos quistes trofozoitos

Ritchie Si No Si Si Si No

Faust Si No si” Si No No

* preparaciones permanentes directas. ** no permite recuperar huevos operculados

Figura 2. Qoquistes de Cryptosporidium sp., extendido de material de enriquecimiento, tefiido con técnica de Kinyoun.

riada de tres muestras son la garantfa de mayor eficacia
en el diagndstico a realizar.

Técnicas especiales y coloraciones

La llegada de nuevos agentes de enteroparasitosis opor-
tunistas emergentes {(Cryptosporidium sp., microspori-
deos, etcétera.), la localizacién de endemias enteropara-
sitarias focalizadas o regionales (estrongiloidiasis, unci-
nariasis, etcétera.), problemas diagnésticos (identifica-
cién de agentes, alteracién de trofozoitos, etcétera.) o fi-
nalidades de docencia e investigacién obligan al empleo
de técnicas especiales o de diversas coloraciones, muchas
de ellas de reciente generalizacién o descripcion, que per-
miten abordar los problemas y situaciones resefiados.

En la observacién directa “en fresco” y del enriqueci-
miento, la primera, mds simple y generalizada coloracién
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empleada es la utilizacién del lugol parasitoldgico (ver
anexo 1).

La irrupcién de Cryptosporidium sp., como un entero-
pardsito oportunista emergente, determina la adopcién de
una técnica de enriquecimiento por flotacién: el mérodo
de Sheater (ver anexo 3) o flotacién en sacarosa, consis-
tente en una flotacién simple capaz de obtener una ade-
cuada concentracion. para los ooquistes de este agente,
con coloracion identificatoria de estos elementos.

Tanto el sedimento como el sobrenadante del enrique-
cimiento de rutina, para identificacion de Cryptospori-
dium sp., deben pasar por la coloracién identificatoria del
Ziehl-Neelsen modificado (técnica de semi dcido resis-
tencia) o de Kinyoun, que utiliza las cualidades tintoria-
les de semidcido resistencia de los ooquistes ' (ver ane-
xo0 4 y figura 2). El empleo de anticuerpos monoclonales
marcados con fluoresceina, disponibles comercialmente,
constituye otra alternativa al diagndstico.
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La propiedad de semi dcido resistencia también cola-
bora al diagndstico de dos nuevos enteropardsitos emer-
gentes: los microsporidios (figura 3) y Cyclospora caye-
tanensis (figura 4).

Los microsporidios (Enterocytozoon bieneusi, Septata
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Figura 4. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis, extendido de material de enriquecimiento, tefiido con técnica de Kinyoun.

ke

intestinalis, Encephalitozoon sp.) se caracterizan por el
pequefio tamafio de sus esporas (1x2 pm), que poseen
propiedades de fluorescencia al utilizar la técnica de Van
Gool con el colorante Uvitex 2b O Calcofluor (MR),
siendo esta técnica de tincién y observacion en microsco-
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pio de fluorescencia el principal elemento de su recono-
cimiento. Van Gool y colaboradores han empleado, com-
plementariamente, técnicas de concentracidn especiales
para estos pardsitos (WES o técnica del Cytospin
(MR)(ver anexo 10), que logran aumentar sensiblemente
su deteccién 19,

C. cayetanensis puede reconocerse por su semi dcido
resistencia, unida a un tamafio de ooquistes que alcanza
entre las 7 y 9 um de didmetros del ooquiste, con fluores-
cencia propia al ser observados en microscopio de fluo-
rescencia 1.

La identificacién de quistes, ooquistes o trofozoitos de
protozoarios enteroparisitos puede necesitar, en circuns-
tancias determinadas, de coloraciones especiales. La he-
matoxilina férrica de Heindenhain ha sido el método tra-
dicionalmente empleado en nuestro medio, pero su labo-
riosidad, prolongado tiempo de procesamiento y manejo
artesanal de alguna de sus fases (decoloracidon), han he-
cho desaconsejable su empleo en los actuales esquemas
diagnésticos de rutina.

Por ello. nuevas técnicas de coloracién mds simples,
rapidas y facilmente reproductibles se han integrado al
trabajo en coproparasitologia. Una de ellas, la tincién con
Negro E de clorazol (ver anexo 5), que permite una répi-
da solucidn a la identificacién de quistes, con correcta
apreciacién de detalles morfoldgicos dtiles en fa identifi-
cacion.

A la observacién rutinaria de los sedimentos o sobre-
nadantes, segiin el enriquecimiento seleccionado, se pue-
de afiadir como rutina de extrema utilidad para fines do-
centes, la observacién de una muestra de material con co-
loracién de tionina (ver anexo 6), entre porta y cubreob-
Jjeto. Esta simple metodologia permite destacar detalles
de pared, nicleos y organelos, en casos de dificil obser-
vacién como Endolimax nana, con ventajas sustantivas
para actividades de docencia o entrenamiento.

Similar rendimiento y posibilidades posee la colora-
cién de Ballenger (ver anexo 7), aplicable al producto fi-
nal de un enriquecimiento, para su rdpida observacién
coloreada entre ldmina y laminilla.

Otra coloracién de utilidad en la observacién y obten-
cidn de preparaciones duraderas, en extendido sobre por-
taobjeto, es la técnica de coloracidn tricrémica (ver anexo
8) que permite observaciones identificatorias de alta cali-
dad con conservacion del material observado.

Para 1a identificacién de los helmintos enteropardsitos
es el examen coproparasitario la técnica de eleccién, por
medio de la observacién microscépica de sus huevos o
macroscopica de anillos en el caso de Taenia sp. o de hel-
mintos adultos como en el caso de Ascaris lumbricoides,
siendo Enterobius vermicularis (oxiuro) la dnica excep-
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Figura 5. Aparato de Baermann, para diagndstico de
larvas de S.stercoralis.

cidn, ya que su diagndstico particular se fundamentaen la
técnica de espdtula adhesiva en todas sus variantes "

Pero en casos especiales, como los nematodes que dis-
persan larvas y no huevos (Strongyloides stercoralis y
uncinarias), el empleo de una técnica cldsica complemen-
taria, como la de Baermman, complementa el procedi-
miento del examen coproparasitario (anexo 9).

Conclusiones

El examen coproparasitario es la mayor herramienta diag-
nostica disponible en el caso de las enteroparasitosis, y su
composicién puede ser variada de acuerdo a las necesida-
des eventuales de un diagndstico, presencia de nuevas
afecciones emergentes o peculiaridades regionales, que
impongan el diagnéstico de una endemia local ",

Su eficacia estd directamente relacionada a la interac-
cidn del clinico con el parasitlogo actuante. Factores
como la calidad de la muestra, el aporte de datos clinicos
y antecedentes suficientes y la solicitud oportuna y ade-
cuada del procedimiento, hardn que el rendimiento diag-
néstico alcance su maxima performance.

No debe menospreciarse la prevalencia e incidencia de
las enteroparasitosis, ya que en nuestro medio para algu-
nos grupos sociales de riesgo, estas afecciones constitu-
yen un claro motivo de morbilidad.

Summary

Coproparasitary examination constitutes a set of diagnos-
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tic technique involving the methodologic indication ai-
med at the identification of most enteroparasitoses deri-
ved from portozoa or helminths. Its effectiveness of res-
ponsiveness to the indication and preparation of samples,
the clinical data and meaningful background provided for
laboratory requirements and its correct, full execution
with direct microscopic examination, with enhancement
and final macroscopic examination. Other supplementary
techniques (staining, special enhancements, etc.) contri-
bute to complete the scheme of the examination, under
specific circumstances (opportunistic agents, emergents,
exotics or endemics). The present report deals with met-
hodology and development in the daily practice of the
Parasitology Laboratory of the Microbiology Section of
the Department of Clinical Laboratory of the Faculty of
Medicine of Montevideo.

Résumé

L’examen coproparasitaire comprend plusieurs techni-
ques diagnostiques qui permettent d’identifier la plupart
des entéroparasitoses causées par des protozoaires ou
helminthes. Leurs efficacité et leur sensibilité pour éta-
blir un correct diagnostic, dépendent: d’une correcte in-
dication et préparation de I’échantillon, des donnés clini-
ques et des antécédents d’intérét qui soient disponibles
au laboratoire, et d’un correct et complet procédé avec
un examen microscopique direct et un examen macros-
copique final. D’autre techniques complémentaires (te-
lles que la coloration, I’enrichissement spécial), contri-
buent & compléter le schéma de I’examen, en des circons-
tances spécifiques (agents opportunistes, émergents, exo-
tiques ou endémiques). Le travail ci-joint, expose la mét-
hodologie et la mise en cours de la pratique quotidienne
au Laboratoire de Parasitologie du Département de Mi-
crobiologie du Laboratoire Clinique (Faculté de Médeci-
ne).
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ANEXO N°I
Enriquecimiento por sedimentacién. Método de Ritchie.

1) Homogeneizado y filtrado.

Mezclar y homogeneizar en un vaso de Bohemia una
muestra de materia fecal de 5 g con 25 ml de suero
fisiélogico salino.

Pasar por embudo con triple filtro de gasa y algodén
a un tubo de centrifuga de fondo cénico 8 ml de la
suspensién, buscando retener los residuos més volu-
minosos.

2) Centrifugado y lavado.
La suspension obtenida en la etapa anterior se centri-
fuga a 2300 revoluciones por minuto (rpm) durante un
minuto.
Se descarta el sobrenadante, y secando el borde del
tubo con un hisopo, se vuelve a resuspender el sedi-
mento en suero fisioldgico por agitacién, volviendo a
centrifugar a 2300 rpm durante un minuto la nueva
suspension.
Esta operacién se repite hasta obtener sobrenadantes
translicidos, generalmente tres veces.

3) Fijacién y eliminacién de grasas.
Al sedimento final obtenido se le adiciona 2 ml de for-
mol al 10%, homogeneizandose la muestra por agita-
cién y dejandose reposar por cinco minutos, con fines
de fijacién. A la suspensidn lograda se le agregan 3 ml
de éter, agitando vigorosamente el tubo tapado, para
extraer grasas.

4) Centrifugado final.
Se centrifuga el tubo a 1500 rpm durante un minuto.
Descartamos el sobrenadante, limpiando la boca del
tubo con hisopo de algodén.

5) Observacién.
El sedimento obtenido estd pronto para la observacién
microscdpica, tomdndolo con pipeta Pasteur, para sus-
pender en suero fisiolgico y lugol parasitolégico(*)
sobre ldmina portaobjeto, cubriéndose ambas muestras
con cubreobjetos.
La observacién microscépica se efectuard con objeti-
vos en seco a aumentos de 100 x, 200 x y 450 x, su-
cesivamente.

(*) Lugol parasitolégico.

Yodo metilico 2g

Yoduro de potasio 4 g

agua destilada 100 ml

Se disuelve el yoduro de potasio en el agua destilada y se agrega el

yodo metdlico, conservdndose el colorante preparado en botella co-
for caramelo y fuera de luz solar.

ANEXO N°2
Enriquecimiento por flotacién. Método de Faust.

1) Se repiten como en el método de Ritchie las etapas de:
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a) homogeneizado y filtrado y b) centrifugado y lava-
do.

2) El dltimo sedimento se resuspende en una solucién de
sulfato de zinc al 33% de densidad 1033 g/ml.

3) Esta suspension se centrifuga a 1500 rpm por un mi-
nuto.

4) Del material obtenido se extrae una muestra del mate-
rial suspendido en el menisco superior de la interfase
liquido/aire de donde se extrae mediante asa o pipeta
Pasteur.

ANEXO N°3

Meétodo de Sheather o flotacién en sacarosa para

identificacién de ooquistes de Cryptosporidium sp.

1) Se toma un ml del sedimento obtenido por el método
de enriquecimiento de Ritchie que se resuspende en 5
ml de solucién de Sheather (*).

2) Dejar reposar el material con el tubo en posicidn ver-
tical durante 3 minutos.

3) Se toma la muestra de la superficie de la suspensién
con pipeta Pasteur, colocdndose una gota entre por-
taobjeto y cubreobjeto.

4) Observacién de campos con aumento de 40 x en seco.
Los ooquistes se observan de color rosa con gran re-
fringencia, membrana bien definida y halo hialino. .

(*) Solucién de Sheather saturada.

Sacarosa 500 g

Cristales de fenol 65¢g

Agua Destilada 3200 ml

Calentar el agua destilada a ebullicién, retirar el mechero y agregar

los restantes componentes, agitando con una varilla hasta completa
disolucién.

ANEXO N°4

Técnica de Ziehl-Neelsen modificada; de semi dcido
resistencia o de Kinyoun, para diagnéstico de
Cryptosporidium sp.

I) Colocar y extender una gota del sedimento obtenido
por enriquecimiento sobre un ldmina portaobjeto, de-
jando secar a temperatura ambiente.

2) Fijar con metanol por 5 minutos.

3) Cubrir el preparado con carbol-fucsina al 4% durante
15 minutos a temperatura ambiente.

4)Lavar con agua destilada suavemente.

5)Breve lavado con alcohol etilico 95%.

6) Lavar con agua destilada suavemente.

7) Etapa de decoloracidn selectiva con dcido sulftrico al
10% durante un minuto.

8) Lavar con agua destilada suavemente.

9) Aplicar coloracién de contraste con verde malaquita al
0.8% o azul de metileno al 0,3% .

10) Lavar con agua destilada y dejar secar al aire.

11)Observacion con lente inmersién de 100 x o aumentos
en seco maximos con frotis transparentado con aceite
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de inmersién. Los ooquistes, por su condicién de semi
acido resistentes se ven de color rojo sobre fondo ver-
doso (cuando se utilizé verde malaquita) o fondo azul
(contraste con azul de metileno).

ANEXO N°5

.Colorante “E” de negro de clorazol.

1) Mezclar una gota pequefia del material obtenido de un
enriquecimiento, con una gota del colorante prepara-
do(*).

2) Dejar en cdmara himeda por 24 horas, con cubre, se
agregard glicerina fenicada y lutar para su observacion
con lentes en seco de 450 x.

(*) Mezclar alcohol etilico 170 ml, alcohol metilico 160 ml, dcido acé-

tico glacial 20 ml, fenol liquido 20 ml, dcido fosfotingstico 1% 12 ml,

agua destilada 618 ml y Colorante E de clorazol 5 g (molido, se madura

un mes). .

Filtrar con papel Whatman nimero 12.

Para obtener preparaciones permanentes pasar por alcohol, luego car-
bol-xilol, siguiendo por xilol y montaje con Permount.

ANEXO N°6
Coloracién de Tionina.

1} Se coloca sobre un portaobjeto 20 microlitros del se-
dimento de un enriquecimiento, con 50 microlitros de
colorante de tionina.

2) Se cubre con laminilla y se deja 5 minutos para que
actiie e] colorante. '

3) Observacién al microscopio dptico, en seco, a 10 x y
40 x. El citoplasma de los protozoarios se tifie de color
rojo-azulado obteniéndose una mejor diferenciacién
del elemento parasitario y sus estructuras internas.

ANEXO N°7

Coloracién de Ballenger.

1) Se depositan 20 microlitros, del sedimento de materia
fecal obtenido por método de enriquecimiento, sobre
un portaobjeto al que se le agregan 50 microlitros del
reactivo de Ballenger (tomado de la superficie del fras-
co que lo contiene), cubrir con laminilla.

2) Observar al microscopio en seco a 40 x. La coloracidn
es inmediata coloredndose los quistes y las formas ve-
getativas, con citoplasmas de tono rojo y detalles de
las estructuras citoplasmadticas con gran claridad.

ANEXO N°8
Coloracién Tricrémica.

1) Se realiza un frotis de materia fecal en portaobjeto y
sin dejar secarlo, se le agrega fijador de Schaudin, con
la finalidad de preservar los elementos celulares, de-
jandole por un minimo de 30 minutos o un méximo de
24 horas.

2} Se coloca el frotis en etanol al 70 % durante 5 minutos.
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3)Colocdndose posteriormente en etanol al 70% con
iodo de D’ Antonioni durante 2 a 5 minutos.

4) Se continda con un nuevo tiempo en etanol al 70%
durante 5 minutos, dejando escurrir el preparado, re-
pitiendo la operacién inicial dejidndolo 5 minutos.

5) Se agrega el colorante Tricrémico durante 10 minutos.

6) A continuacion, en la etapa de diferenciacidn, se agre-
gard alcohol etilico al 90%, acidificado con dcido acé-
tico al 1%, durante 3 segundos.

7) Efectuar dos nuevos cambios con alcohol absoluto y
dejar de 2 a 5 minutos, en etapa de deshidratacién.

8) Colocar en xilol o tolueno, durante 2 a 5 minutos, en
etapa de clarificacién.

9) Se deja secar para ser observado al microscopio con
lente de inmersién a 100 x. La cromatina del nticleo
toma una coloracién rojiza, con citoplasma en tono
verde azulado sobre fondo verde.

ANEXO N°9

Técnica de Baermann

Se trabaja con materias fecales frescas (sin conservado-

res), en las cuales las larvas posean una importante mo-

vilidad. Contando con un aparato de Baermann, como se
describe en la figuras, se procede de la siguiente forma:

1) El embudo se llena con agua a 40-45°C .

2) Sobre el mismo, en una malla metdlica se sobreponen
dos capas de gasa, en contacto con el agua, sin sumer-
girse.

3)En las gasas se extiende la muestra fecal, que reposa
por 3 horas.

4)Posteriormente se abre la pinza, recogiéndose en el
tubo de fondo cénico 10 ml del agua portadora del se-
dimento acumulado.

5) Se centrifuga el material por 5 minutos a 1500 rpm.

6) Observar al microscopio el sedimento en busca de lar-
vas (Strongyloides stercoralis).

ANEXO N°10

Técnica de deteccién de microsporidios de Van Gool

1)0,5 g a 1 g de materia fecal fresca se homogeiniza en
8 ml de agua destilada y se filtran por medio de una
malla de 300 um.

2) Método WES (agua—éter—sedimentacion) se agregan 3
ml de éter a 8 ml de filtrado. Esta mezcla se agita en
tubo cerrado por un minuto.

3) Se centrifuga a 700 g por dos minutos.

4) Se diluye el sedimento en 100 a 150 ml de agua des-
tilada.

5) Una gota (10 a 15 pl) de la suspensidn se extiende so-
bre 15 mm? de 4rea.

6) Se colorea con Uvitex 2B y se examina a 1250 x en
microscopio de fluorescencia.

223



