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Contribution of Trichrome Blue stain in diagnosis of microsporidiosis.

Summary: Detection of microsporidia belongs to the usual coprologic and urine detection of parasites from HIV seroposi-
tive patients. To improve the identification of microsporidial spores, several stains have been used. Trichrome Blue stain
has been evaluated in this study. We first compared Trichrome Blue stain to Weber’s trichrome for the detection of
microsporidia in smears of stools received from HIV seropositive patients. No difference of sensibility has been demons-
trated between the two stains, and Uvitex 2B used on the same samples has confirmed these results. Then, Trichrome
Blue stain has been used for the detection of microsporidial spores in other specimens (40 samples of nasal mucus, conjonc-
tival samples, duodenal biopsy and urine), also Giemsa and Uvitex 2B. The advantage of Trichrome Blue stain is its
ready-to-use presentation, and faster realisation at higher temperature. Trichrome Blue stain is interesting as a confirmation
technique or for laboratories which do not have fluorescent microscopy equipment.

Résumé : La recherche des microsporidies dans les selles et les urines fait partie de l'examen parasitologique de routine
des patients infectés par le VIH. Notre étude se propose d’évaluer le trichrome bleu (Trichrome Blue stain, BMD) nouvelle-
ment commercialisé. Nous avons comparé cette coloration avec le trichrome décrit par Weber et réalisé en paralléle une
coloration & I’Uvitex 2B. Nous n’avons pas mis en évidence de différence de sensibilité entre le trichrome bleu et le trichrome
de Weber sur 60 échantillons de selles de patients VIH positif. Nous avons observé des spores de microsporidies au trichrome
bleu sur d’autres types de prélévements : 40 échantillons de biopsie duodénale, de mucus nasal, de prélévements conjoncti-
vaux et d’urine. L’Uvitex 2B a confirmé les résultats pour tous les prélévements. Les avantages du trichrome bleu par
rapport au trichrome de Weber sont la standardisation du colorant, sa préparation préte a I’emploi et sa réalisation plus
rapide a une température plus élevée (37° C). Si I’Uvitex 2B semble mieux adapté a la détection des spores de microspori-
dies en routine, le trichrome garde son intérét comme technique de confirmation ou pour les laboratoires ne disposant
pas d’équipement de fluorescence.

INTRODUCTION

La recherche des microsporidies fait partie de
I’examen parasitologique de routine chez les patients
VIH positif. Des méthodes non invasives permettent
de faire le diagnostic de microsporidiose, a partir de
prélévements de selles et d’urine, et plusieurs techni-
ques de coloration ont été mises au point pour recher-
cher les spores. L’objectif de notre étude est d’éva-
luer le trichrome bleu (Trichrome Blue stain, BMD)
nouvellement commercialisé.
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MATERIEL ET METHODES

Cent prélévements ont été étudiés dans le cadre d’une
recherche de microsporidies. Sur 60 échantillons de
selles de patients VIH positif, nous avons comparé le
trichrome bleu et le trichrome de WEBER & partir d'un
frottis réalisé selon la technique de WEBER (6) et nous
avons réalisé en paralléle une coloration a I’Uvitex 2B
selon la technique de VAN GooL (5). Les lames sont lues
indépendamment les unes des autres et I’évaluation du
nombre de spores est réalisée selon ce schéma :

— plusieurs spores par champ : ++ +
— une spore par champ : ++
— moins d’une spore par champ : +

— absence de spore : 0
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Les 40 autres échantillons comprenant 8 biopsies
duodénales, 6 frottis de mucus nasal et 4 frottis de
prélévement conjonctival, 4 expectorations pulmo-
naires et 18 culots de centrifugation d’urine ont été
colorés au trichrome bleu et en paralléle au Giemsa
et a "Uvitex 2B.

RESULTATS

Au trichrome bleu, les spores de microsporidies
apparaissent comme des éléments ovoides, réfringents.
Elles sont colorées en rouge avec une vacuole inco-
lore; on distingue parfois une strie rouge. Dans les
selles, les autres éléments ne prennent pas la colora-
tion et apparaissent en bleu-gris. Les spores d’Ente-
rocytozoon bieneusi ont une taille moyenne de
1,5 X 0,9 um, alors que les spores d’Encephalitozoon
intestinalis, plus grosses, sont ovales parfois réni-
formes et ont une taille approximative de
2,5 X 1,5 um. Dans les autres types de prélévements,
les microsporidies du genre Encephalitozoon ont pu
étre observées : les spores sont extracellulaires ou
intracellulaires bien colorées en rouge et les diffé-
rents stades parasitaires peuvent étre observés dans
la vacuole parasitaire mais prennent moins bien la
coloration. Les cellules sont colorées en bleu-gris.

La comparaison entre le trichrome bleu et le tri-
chrome de Weber montre qu’il n’y a pas de diffé-
rence de sensibilité; sur 60 échantillons de selles, 43
sont positifs et 17 négatifs avec les deux techniques
(37 sont positifs & E. bieneusi et 6 a E. intestinalis).
Nous n’avons pas mis en évidence de difi férence signi-
ficative dans la quantification des spores (tableau I).
Des résultats identiques ont été observés avec
I’Uvitex 2B, cependant cette technique permet de
détecter un plus grand nombre de spores (tableau I).

Tab. I. — Comparaison semi-quantitative
du trichrome bleu, du trichrome de Weber et de I’Uvitex 2B,

trichrome bleu|trichrome de Weber] Uvitex 2B}
positifs

-+ 26 29 34

++ 13 9 7

+ 4 5 2

total 43 43 43

[ négatifs 17 17 17

DISCUSSION

La technique du trichrome modifiée selon WEBER
est une des premiéres techniques employée pour la
recherche des microsporidies. Des modifications ont
été proposées pour améliorer cette technique, longue
et de lecture difficile, Ryan et al. (4) ont proposé
initialement le trichrome bleu qui différe du trich-

rome de WEBER par une diminution de la quantité
d’acide phosphotungstique, permettant une meilleure
coloration du fond, et I’emploi du bleu d’aniline
comme contre-colorant. La technique de Gomori
modifiée proposée par DeLuoL (2) utilise le vert mala-
chite comme contre-colorant et modifie les concen-
trations des réactifs. KokoskIN et al. (3) ont montré
qu’une augmentation de la température et une réduc-
tion du temps de coloration permettaient de faire res-
sortir les spores de microsporidies plus intensément;
DATRY (1) préconise ainsi une technique rapide de
WEBER (coloration 10 min a 50° C) qui permet un gain
de temps et facilite la lecture par rapport a la tech-
nique initiale. Dans notre €étude, nous avons employé
une solution commercialisée de trichrome bleu, dont
I'utilisation 4 chaud (37° C) permet de réduire le temps
de coloration. Nous n’avons pas montré de différence
de sensibilité entre trichrome bleu et trichrome de
WEBER. Le trichrome bleu permet la recherche des
microsporidies dans tout type de prélévements, la
visualisation des parasites intracellulaires. Sa présen-
tation préte a ’emploi permet de ne pas manipuler
des réactifs toxiques et d’avoir toujours la méme qua-
lit¢ de coloration. La technique est plus rapide (30 min
contre 90 min pour le trichrome de WEBER).

La technique employant I’'Uvitex 2B, étudiée en
paralléle, a un temps de réalisation plus court, est uti-
lisable sur tout type de prélévement; la lecture est plus
aisée et on détecte un plus grand nombre de spores.

Si I'Uvitex 2B semble la technique la mieux adaptée
pour la recherche de microsporidies en routine, le
trichrome bleu nouvellement commercialisé garde son
intérét comme technique de confirmation et pour les °
laboratoires ne pouvant investir dans un équipement
de fluorescence.
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