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Prezenta inventie se referd la un procedeu de colorare a protozoarelor in materii fecale,
pentru evidentierea la microscop a structurii celulare.

Se cunosc diferite procedee de colorare uzuale (histopatologice) si speciale (histo-
chimice), pentru celulele din tesuturile epiteliale, tesuturi limfoide, utilizdnd coloratii uzuale
standard pentru tesuturi: coloratia Hemalaun Eozina, coloratia Van Gieson, Tricroma Masson,
Giemsa, Mallory,coloratia AZAN, la glande endocrine Coloratia Lie, a celor utilizate pentru
structuri subcelulare: Metoda Cajal Da Fano, in histochimia glucidelor, lipidelor si proteinelor:
Coloratia PAS: pentru diferite structuri patologice, coloratia Perls, Masson - Fontana, Grimelius,
in domeniile analizelor medicale umane, veterinare. De asemenea, sunt cunoscute coloratiile
citologice gi bacteriologice: Coloratia Babes - Papanicolau, May Grumwald Giemsa, Gram, Ziehl
- Neelsen.

Remarcam coloratia Babes - Papanicolau, in care reactivul Hemalaun este utilizat pentru
colorarea nucleelor, iar combinatia colorarii OG-6 cu EA-50 asigura o gama de nuante de verde,
albastru, roz i oranj pentru citoplasma celulara. Coloratia Papanicolau se poate realiza manual
sau automat (WO 92/19952).

in literatura sunt descrise modalitati de fixare si colorare a protozoarelor, mentionand
ca posibil fixator de spectru larg fluidul Schaudinn, care cuprinde clorura de mercur, etanol si
acid acetic glacial (WVR, Working with protozoa, 2005).

O alta tehnica de colorare folosita pentru protozoare utilizeaza combinatia dintre azure
sieozina (R.F.Cross, P. D. Moorhead, An azure and Eosin Rapid Staining Technigue, Can
J Comp Med., 1969, vol. 33, nr. 4, p. 317, PMCID: PMC1319457).

Probele microscopice sub forma de frotiuri, obtinute prin procedeele de colorare
cunoscute, prezinta dezavantajul ca nu pot fi folosite in surprinderea cu acuratete a structurilor
parazitului Tn evolutie stadiala, cum sunt formele de viata ale parazitului: forma vacuolara,
granulara, amebiodala sau chist.

Continutul vacuolei variaza in functie de ce substante gaseste in particular parazitul in
fiecare gazda, de aceea se coloreaza diferit, in functie de compozitie. Nu sunt surprinse cu
ajutorul coloratiilor cunoscute aspectele legate de activitatea metabolica, inmultire, inchistare.

Nu este prezervata forma vegetativa a parazitului, care este fragila. Metodele cunoscute,
de asemenea, nu asigura o fixare adecvata a probei, necesitdnd numeroase spalari, specifice
diverselor coloratii, ce determina degradarea sau mobilizarea parazitului din preparatul umed.
In plus, timpii mari pentru pregatirea probelor de colorare, precum si faptul ca unele dintre
procedeele de colorare utilizeaza pentru dizolvarea pulberilor de colorare solventi cu grad ridicat
de toxicitate, se adauga dezavantajelor prezentate.

Problema pe care o rezolva inventia consta in realizarea unei coloratii destinate
evidentierii la microscop a structurii celulare a parazitului Blastocystis.

Procedeul de colorare a protozoarelor, implicit a parazitului Blastocystis in materii fecale,
cu fixare si clarificare, pentru evidentierea la microscop a structurilor celulare conform inventiei,
inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca, intr-o prima faza, premergatoare colorarii, se
prepara o solutie de lucru de fixator Schaudinn, ca fixator pentru protozoare, care prezerva
forma vacuolara (de diagnostic) dintr-o solutie stoc de 600 ml solutie saturata de clorura de
mercur $i 300 ml alcool etilic 95%, prin adaugarea de 5 ml acid acetic glacial la 95 ml de solutie
stoc. Se prepara frotiuri de fecale, fara a permite frotiurilor sa se usuce, uscare ce ar modifica
parazitul, dar si afinitatea structurilor lui pentru coloranti, cu plasarea imediata in fixatorul
Schaudinn (8 min), si spalare soft cu apa distilata (10 s), urmata apoi de:

- faza 1, imersie in bai de alcool, timp de cate 7 s, in 3 bai de alcool metilic in
concentratii descrescatoare (80%, 70%, 50%);

- faza 2, imersie in apa distilata, 7 s;
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- faza 3, imersie in baia de Hematoxilina-eozina Harris, timp de 5...8 min;

- faza 4, imersie in baie de apa distilata, 10 s;

- faza 5, imersie in baie de HCI 0,05%, 3 s;

- faza 6, imersie n apa de robinet, 8 min;

- faza 7, imersii succesive in 4 bai de alcool metilic de concentratii crescatoare (prima
baie alcool metilic 50%, a doua 70%, a treia 80%, a patra 95%), timp de 7...8 s in fiecare baie;

- faza 8, imersie n baia cu Orange G, pentru 5 min;

- faza 9, imersie in 2 bai succesive de alcool metilic 95%, timp de 7 s;

- faza 10, imersie n baia de Eozin azure 50, pentru 2 min;

- faza 11, imersie in baie de alcool metilic 95%, 3 min, urmata de imersia in alte 2 bai
de alcool metilic 95%, cate 8 s;

- faza 12, imersie n 2 bai succesive de alcool metilic absolut, cate 8 s in fiecare;

- faza 13, imersie in baie de xilen diluat 1:9, pentru 8 s;

- faza 14, imersie in 2 bai de xilen succesive, pentru 8 s fiecare.

Preparatul astfel colorat se monteaza in balsam si se acopera cu o lamela histologica,
remarcandu-se la microscop nucleele cu coloratia rosu-violet, citoplasma - bleu péna la roz,
vacuola in nuante de verde caramiziu, cu granulatii de diverse culori, in functie de compozitia
vacuolei.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- surprinde cu ajutorul unei singure coloratii aspecte legate de activitatea metabolica,
inmultire, inchistare, fixatorul prezerva structurile celulare in evolutie stadiala, cum sunt formele
de viata ale parazitului;

- structurile sunt bine diferentiate, datorita fixarilor gi afinitatii colorantilor utilizati pentru
componentele proteice in special, dar nu numai, gsi combinatiilor: lipoproteice glicoproteice etc.;

- este redus timpul de colorare;

- este redus numarul de manevre de scufundari, prin mentinerea unui timp scurt, de
cateva secunde, in aceeasi baie;

- s-au redus timpii de fixare si clarificare in xilen;

- coloratia are caracter permanent si este stabila timp indelungat;

- coloratia obtinuta are senzitivitate crescuta si este foarte generoasa ca gama de
nuante.

Se prezinta, mai jos, un exemplu de aplicare a procedeului, in legatura cu fig. 1...3, ce
reprezinta:

- fig. 1, traseul tehnologic de coloratie conform procedeului;

- fig. 2, un aspect microscopic ce evidentiaza parazitul,

- fig. 3, un aspect microscopic ce evidentiaza forma de diagnostic - forma vacuolara, si
serveste pentru evidentierea la microscop a structurilor celulare ale parazitului Blastocystis in
produsul biologic (materii fecale), cu fixare si clarificare, in care, intr-o prima faza, premerga-
toare colorarii, se utilizeaza fixatorul Schaudinn (solutie de lucru), ca fixator pentru protozoare
care prezerva forma vacuolara (de diagnostic) cu solutia stoc: clorura de mercur de 600 ml
solutie saturata, la care se adauga alcool etilic (95%) 300 ml, iar solutia de lucru: la 95 ml din
solutia stoc se adauga 5 ml acid acetic glacial.

Se prepara frotiuri de fecale, fara a permite frotiurilor sa se usuce, uscare ce ar modifica
parazitul, dar si afinitatea structurilor lui pentru coloranti, cu plasarea imediata in fixatorul
Schaudinn (8 min), si spalare cu apa distilata (10 s), urmata apoi de: faza 1 - imersie in bai de
alcool, cate 7 s in 3 bai de alcool metilic in concentratii descrescatoare (80%, 70%, 50%), faza
2 - imersie in apa distilata, 7 s, faza 3 - imersie in baia de Hematoxilina-eozina Harris, 5...8 min,
faza 4 - imersie in baie de apa distilata, 10 s, faza 5 - imersie in baie de HCI 0,05%, 3 s, faza

3

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

RO 129598 B1

6 - imersie in apa de robinet, 8 min, faza 7 - imersii succesive in 4 bai de alcool metilic de con-
centratii crescatoare (prima baie alcool metilic 50%, a doua 70%, a treia 80%, a patra 95%, timp
de 7...8 s in fiecare baie, faza 8 - imersie in baia cu Orange G, pentru 5 min, faza 9 - imersie
in 2 bai succesive de alcool metilic 95%, timp de 7 s, faza 10 - imersie in baia de Eozin azure
50, pentru 2 min, faza 11 - imersie in baie de alcool metilic 95%, 3 min, urmata de imersia in
alte 2 bai de alcool metilic 95%, cate 8 s, faza 12 - imersie Tn 2 bai succesive de alcool metilic
absolut, cate 8 s in fiecare, faza 13 - imersie in baie de xilen diluat 1:9, pentru 8 s, faza 14 -
imersie in 2 bai de xilen succesive, pentru 8 s fiecare, preparatul astfel colorat se monteaza in
balsam si se acopera cu o lamela histologica, remarcandu-se la microscop nucleele cu coloratia
rogu-violet, citoplasma - bleu pana la roz, vacuola in nuante de verde caramiziu, cu granulatii
de diverse culori, in functie de compozitia vacuolei.

Nucleele a, ale formelor vacuolare b, sunt situate periferic in citoplasma ¢, care
margineste vacuola centrala d, ce contine diverse incluziuni e. Coloratia rezulta din schema de
colorare ce contine faza pregatitoare si cele 14 faze ale procedeului de colorare.
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Revendicare

Procedeu de colorare a protozoarelor de tipul parazitului Blastocystis in materii fecale,
cu fixare si clarificare, pentru evidentierea la microscop a structurii celulare, caracterizat prin
aceea ca se prepara o solutie de lucru de fixator Schaudinn, dintr-o solutie stoc de 600 ml
solutie saturata de clorura de mercur si 300 ml alcool etilic 95%, prin adaugarea de 5 ml acid
acetic glacial la 95 ml de solutie stoc, urmatéa de preparare de frotiuri de fecale, fara a permite
frotiurilor sa se usuce, plasare imediata in fixatorul Schaudinn, timp de 8 min, si spalare cu apa
distilata, timp de 10 s, urmata apoi de urmatoarele faze:

- faza 1, imersie in bai de alcool, timp de cate 7 s, in 3 bai de alcool metilic de
concentratii descrescatoare de 80%, 70% si 50%;

- faza 2, imersie in apa distilata, timp de 7 s;

- faza 3, imersie in baie de Hematoxilina-eozina Harris, timp de 5...8 min;

- faza 4, imersie in baie de apa distilata, timp de 10 s;

- faza 5, imersie in baie de HCI 0,05%, timp de 3 s;

- faza 6, imersie in apa de robinet, timp de 8 min;

- faza 7, imersii succesive in 4 bai de alcool metilic de concentratii crescatoare, si
anume, intr-o prima baie de alcool metilic 50%, apoi intr-o a doua baie de alcool metilic 70%,
apoi intr-o a treia baie de alcool metilic 80%, si intr-o ultima baie de alcool metilic 95%, timp de
7...8 s pentru fiecare baie;

- faza 8, imersie n baie cu Orange G, timp de 5 min;

- faza 9, imersie in 2 bai succesive de alcool metilic 95%, timp de 7 s;

- faza 10, imersie n baie de Eozin azure 50, timp de 2 min;

- faza 11, imersie in baie de alcool metilic 95 %, timp de 3 min, urmata de imersie
succesiva in alte doua bai de alcool metilic 95%, timp de cate 8 s;

-faza 12, imersie in 2 bai succesive de alcool metilic absolut, timp de cate 8 s in fiecare
baie;

- faza 13, imersie in baie de xilen diluat 1:9, timp de 8 s;

- faza 14, imersie in 2 bai succesive de xilen, timp de 8 s in fiecare baie, rezultand un
preparat colorat care se monteaza in balsam si se acopera cu o lamela histologica,
remarcandu-se la microscop nucleele cu coloratia rogu-violet, citoplasma in culori bleu pana la
roz, vacuola in nuante de verde caramiziu, cu granulatii de diverse culori in functie de
compozitia vacuolei.
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