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Вступ. Криптоспоридіоз людини (МКХ-10 A07.2 – 
криптоспоридіоз) – убіквітарна протозойна хвороба, 
яку спричинюють найпростіші роду Cryptosporidium 
(тип Apicomplexa), що володіють здатністю до ін-
вазії, розмноження і паразитування в ентероцитах 
ворсинок слизової оболонки шлунково-кишкового 
тракту (переважно тонкого кишечнику), породжую-
чи специфічний інфекційний процес із характерним 
клінічним проявом у формі «водянистої діареї» та 
широким спектром варіацій тяжкості перебігу хво-
роби – від гострих самообмежуючих субклінічних 
і легких (у імунокомпетентних осіб) до хронічних, 
тяжких захворювань із летальним наслідком (у осіб 
з імунними порушеннями). 

На теперішній час криптоспоридіоз визнано гло-
бальною біологічною загрозою, що вражає широкі 
верстви населення, завдає значні економічні збитки 
тваринницькій сфері виробництва і потребує ціле-
спрямованих скоординованих зусиль ВООЗ і МЕБ, 
національних систем охорони здоров’я та ветери-
нарної медицини для боротьби із цим паразитозом 
[1-3].

Ефективність профілактики та лікування крип-
тоспоридіозу базується на своєчасній та якісній його 
діагностиці, що дозволяє активно виявляти випадки 
хвороби, запобігати розвитку її тяжких форм і об-
межувати поширення паразитів при локалізації та 
санації джерел інфекції. Діагноз криптоспоридіозу 
у людей встановлюється з урахуванням епідеміоло-
гічних, клінічних даних та результатів спеціальних 
лабораторних досліджень [4,5]. Останні відіграють 
провідну роль при верифікації діагнозу криптоспо-
ридіозу з огляду на поліетіологічність цієї хвороби 
та подібність її клінічного прояву до інших діарей-
них інфекцій вірусної, бактерійної, грибкової чи па-
разитарної етіології. 

Серед широкого спектру існуючих методів лабо-
раторної діагностики криптоспоридіозу (мікроско-
пічних, гістологічних, імунологічних, молекулярно-
генетичних тощо) найбільш доступним і практично 
вживаними залишаються мікроскопічні методи, які 
ґрунтуються на виявленні у спеціально забарвлених 
мазках досліджуваного матеріалу (переважно – у 
випорожненнях, рідше – у мокротинні, бронхіаль-
ному слизу тощо) ооцист паразиту [6-9]. При цьому, 
виявлення ооцист Cryptosporidium spp. у випорож-
неннях від пацієнта із діареєю (тривалістю 72 го-

дини і більше) та/або болем у животі, блюванням, 
анорексією є «золотим стандартом» безсумнівної 
етіологічної верифікації криптоспоридіозу [10-12].

Ефективність мікроскопічного виявлення та 
ідентифікації ооцист Cryptosporidium spp. у зразках 
випорожнень залежить від багатьох чинників, але у 
першу чергу – від методу їх фарбування, що пови-
нен забезпечити надійні критерії для диференціації 
ооцист від морфологічно подібних «контамінатів», 
що містяться у фекаліях: клітин дріжджів і дріжджо-
подібних грибів, мікрокрапель жиру, неперетравле-
ного пилку, оболонок ядер чи іншого детриту клітин 
рослин тощо.

Мета дослідження – оцінити диференційну 
ефективність шести найбільш вживаних у світо-
вій медичній практиці методів фарбування ооцист 
криптоспоридій: негативного фарбування (negative 
staining method – NSM), модифікованого (холодно-
го) методу Циль-Нільсена (modified Ziehl-Neelsen 
staining method – mZN), модифікованого (холодно-
го) швидкого кислотного методу Кіньйона (modified 
Kinyoun’s acid-fast staining method – mKAF), модифі-
кованого методу Кестера фарбування сафраніном 
(modified Köster’s safranin staining method – mКSA), 
аурамін-фенольного (auramine-phenol staining 
method – APM) та аурамін-родамінового (auramine-
rhodamine staining method – ARM) методів.

Об’єкт і методи дослідження. Об’єктом дослі-
дження слугували суспензії ооцист криптоспоридій 
(n=6), які було отримано методом відцентрової се-
диментації у формалін-етилацетатній суміші [13] із 
зразків фекалій від дітей (n=3) і телят (n=3) з гострою 
кишковою інфекцією з діарейним синдромом, що 
були надані фахівцями КМУ «Дитяче територіальне 
медичне об’єднання» м. Краматорськ та ННЦ «Ін-
ститут експериментальної і клінічної ветеринарної 
медицини НААН» м. Харків.

Мазки (n=36) виготовляли із 5,0 мкл гомогенізо-
ваних суспензій ооцист криптоспоридій. Вказаний 
об’єм суспензії, відібраний за допомогою дозатору 
піпеткового з регульованим об’ємом від 1 до 10 мкл 
(виробництва ЗАТ «Термо Электрон», РФ) та одно-
разових пластикових наконечників об’єму 10 мкл, 
наносили на поверхню стандартних предметних 
скелець і рівномірно розподіляли у формі округлої 
плями діаметром близько 10 мм. 

Після повного самовільного висихання при кім-
натній температурі фіксацію мазків здійснювали 
шляхом рясного нанесення на їх поверхню 96 % ета-
нолу, тривалість експозиції якого становила 20-30 
хвилин (досягалось повне висихання фіксатору). 
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При відтворенні кожного методу фарбування 
фіксованих мазків суспензій ооцист криптоспоридій 
дотримувались рецептур розчинів основних барв-
ників, фонових барвників, деколайзерної суміші, 
рідини для промивання препаратів, а також поетап-
них процедур фарбування, які детально викладено 
у відповідних публікаціях іноземних авторів та в 
інструкціях виробників діагностичних наборів барв-
ників: NSM [14], mZN [13], mKAF [15], mКSA [16], 
APM [13] і ARM [17].

Препарати мазків суспензій забарвлені мето-
дами NSM, mZN, mKAF і mKSA підлягали світловій 
мікроскопії, а забарвлені методами APM та ARM 
– люмінесцентної мікроскопії. Усі мікроскопіч-
ні дослідження проведено із використанням мі-
кроскопу для клінічної лабораторної діагностики 
«МИКМЕД-2» Ю-33.22.926 в умовах масляної імер-
сії при сумарному збільшенні ×1000 та ×1500 (ком-
пенсаційні окуляри із рівнем збільшенням ×10 і ×15, 
об’єктиви ахромат, мікрофлюар із лінійним збіль-
шенням ×100 та цифровою апертурою ×1,30). При 
здійсненні люмінесцентної мікроскопії застосову-
вали: світлорозподільну пластину з межами інтер-
валів відбивання від 450 до 480 та пропускання від 
520 до 700 нм; системи світлофільтрів для препа-
ратів забарвлених APM – збуджуючий 450-480, від-
різаючий 515, а для препаратів забарвлених ARM – 
546 і КС11-2, відповідно [18]. 

Диференційну ефективність апробованих мето-
дів фарбування ооцист криптоспоридій (NSM, mZN, 
mKAF, mКSA, APM і ARM) оцінювали за наступними 
критеріями, які рекомендовано зарубіжними фахів-
цями для їх мікроскопічної ідентифікації [11,13]:

1) загальна кількість ооцист (ЗКО), виявлену при 
повному перегляді забарвлених препаратів мазків 
їх суспензій. Значення критерію ЗКО встановлювали 
світловою і люмінесцентною мікроскопією при су-
марному збільшенні мікроскопу ×1000 (окуляр ×10, 
об’єктив ×100, масляна імерсія);

2) форма ооцист криптоспоридій. У найбільш клі-
нічно-значущих у патології людини видів С. hominis 
і C. parvum [19,20] форма ооцист правильно-окру-
гла (ПОФ) із товстою стінкою (ТСО), яка візуалізуєть-
ся при світловій або люмінесцентній мікроскопії. У 
деяких інших видів криптоспоридій ооцисти мають 
форму відмінну від ПОФ, наприклад, ооцисти C. 
muris – яйцеподібні. Даний критерій оцінювали в 
100 ооцист у кожному забарвленому препараті при 
сумарному збільшенні мікроскопу ×1000 (окуляр 
×10, об’єктив ×100, масляна імерсія);

3) розмір ооцист, тобто – їх діаметр (ДМО). У 
видів С. hominis і C. parvum ДМО становить від 4 до 
6 мкм (найчастіше – 4,5×5,5 мкм). Визначення цього 
критерію є діагностично-важливим завданням, так 
як багато інших видів Cryptosporidium мають відмін-
ні розміри ооцист (наприклад, у C. muris – 5,5×7,5 
мкм, а у С. galli – 8,5×6,4 мкм). Морфометричні 
дослідження із визначенням ДМО в 20 ооцист у 
кожному препараті, забарвленому для світлової 
мікроскопії (NSM, mZN, mKAF, mКSA), проведено із 
використання змінної окулярної шкали при сумар-
ному збільшенні мікроскопу ×1500 (окуляр ×15, 

об’єктив ×100, масляна імерсія) як викладено в ке-
рівництві по його експлуатації [18];

4) наявність характерної внутрішньої структуро-
ваності ооцист (ВСО) криптоспоридій, яка обумов-
лена присутністю чотирьох інтраооцистних спороз-
оітів і є основною ідентифікаційною ознакою, що 
дозволяє диференціювати ооцисти від морфологіч-
но подібних «контамінатів» фекалій. Наявність ВСО 
оцінювали за допомогою світлової та люмінесцент-
ної мікроскопії у 100 ооцист в кожному забарвлено-
му препараті при сумарному збільшенні мікроскопу 
×1000 (окуляр ×10, об’єктив ×100, масляна імерсія). 

Фотографування досліджуваних мікроскопічних 
об’єктів у забарвлених препаратах мазків суспен-
зій ооцист криптоспоридій здійснено цифровим 
фотоапаратом «Olympus C7070 Wide Zoom» фірми 
«Olympus» (Японія).

Статистичну обробку експериментальних даних 
проведено у відповідності із правилами рядової і 
альтернативної варіаційної статистики як викладе-
но у посібнику [21].

Результати досліджень та їх обговорення. За ре-
зультатами виконаних експериментів встановлено, 
що використання усіх апробованих методів фарбу-
вання NSM, mZN, mKAF, mКSA, APM та ARM забезпе-
чило мікроскопічне виявлення ооцист криптоспо-
ридій (rф=1) в усіх досліджених препаратах мазків їх 

Рис. 1. Препарат мазку із негативно забарвленими NSM 
ооцистами криптоспоридій, що мають вигляд прозорих 

округлих плям («примар») на зеленому тлі фонового барвника 
малахітового зеленого (світлова мікроскопія, сумарне 

збільшення ×1000, масляна імерсія).

Рис. 2. Препарат мазку із забарвленими mZN у різні відтінки 
яскраво-червоного кольору ооцистами криптоспоридій на 

зеленому тлі фонового фарбника малахітового зеленого 
(світлова мікроскопія, сумарне збільшення ×1000,  

масляна імерсія).
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суспензій (n=6). При цьому, показник ЗКО не набув 
статистично значимої відмінності (р>0,05) за умови 
світлової мікроскопії препаратів мазків одних і тих 
самих суспензій ооцист забарвлених NSM, mZN, 
mKAF і mКSA. Варіювання показника ЗКО у різних 
препаратах цієї групи було у межах від 947 до 3952. 
Навпроти, при проведенні люмінесцентної мікро-
скопії забарвлених методами APM та ARM препара-
тів виявляли у 2,4-2,9 рази (р<0,05) більшу кількість 
ооцист криптоспоридій (показники ЗКО сягали від 
2275 до 11458). У цілому, обидва методи фарбуван-
ня препаратів флуорохромними барвниками для 
люмінесцентно-мікроскопічного виявлення ооцист 
паразитів за рівнем показника ЗКО є паритетними 
(р>0,05). 

Усі апробовані методи фарбування (NSM, mZN, 
mKAF, mКSA, APM та ARM) забезпечили типове за-
барвлення ооцист криптоспоридій відповідно із 
особливостями конкретного методу та дозволили 
на цілком задовільному рівні (тобто, достатньому 
з точки зору мікроскопічної візуалізації) визначати 
такі діагностично-значимі критерії ооцист як ПОФ 
і наявність у них чітко окресленої ТСО, вимірювати 
ДМО, котрий за даними проведеної нами мікроме-
трії був у типових межах (4,5×5,5 мкм) у переважної 
більшості (> 90 % ) виміряних ооцист (рис. 1-4).

На противагу викладеному вище слід зазначити, 
що апробовані методи фарбування ооцист криптос-
поридій характеризуються різною диференційною 
ефективністю щодо розрізнення ооцист і морфоло-
гічно схожих на них клітин дріжджів та дріжджопо-
дібних грибів, неперетравленого пилку і оболонок 
ядер клітин рослин, мікрокрапель жиру чи інших 
«контамінатів», які часто бувають присутніми у 
зразках фекалій та у їх збагачених осадах. 

Цілком зрозуміло, що використання NSM не до-
зволяє виявити у ооцист криптоспоридій ідентифі-
каційної ознаки ВСО (рис. 1). Крім того, застосуван-
ня NSM супроводжувалось утворенням негативно 
забарвлених як ооцист, так й деяких інших морфо-
логічно-подібних утворень. З метою усунення не-
доліків NSM іноземні науковці підвищують рівень 
контрастності ооцист шляхом використання фазо-
во-контрастної мікроскопії, певної модифікації про-
цедур підготовки препаратів мазків матеріалу для 
світлової мікроскопії (нанесення краплі імерсійного 
масла на мазок з послідуючим його накриванням 
покривним скельцем) або додатковим фарбуван-
ням (попередньо уже забарвлених NSM) препаратів 
мазків mZN [22-24].

Технологічні принципи mZN і mKAF є подібними, 
тому обома цими методами ооцисти криптоспори-
дій забарвлювались в різні відтінки яскраво-черво-
ного кольору на зеленому тлі фонового барвника 
малахітового зеленого, яким забарвлюється і супут-
ня мікрофлора (рис. 2).

При використанні методів mZN і mKAF окрім 
ооцист криптоспоридій червоного кольору набу-
вала певна частка клітин дріжджів і дріжджопо-
дібних клітин, неперетравлений пилок рослин, 
залишкові мікроплями жиру. Їх диференціацію із 
ооцистами фахівці США пропонують проводити 
шляхом «постійного підтримання належного рівня 
технологічних знань у працівників лабораторій для 
забезпечення точної ідентифікації патогенних та не-
патогенних видів найпростіших, а також відрізнен-
ня артифактів», крім того рекомендується «розпо-
чинати діагностичні дослідження з мікроскопічного 
перегляду завідомо позитивних препаратів мазків 
фекалій» (із наявними ооцистами криптоспори-
дій), якими повинні бути забезпечені лабораторії 
[11,13,25].

Метод mКSA вважається одним із кращих з точки 
зору досягнення диференційного забарвлення (у 
рожевий чи рожево-багряний колір) ооцист крип-
тоспоридій з метою їх відрізнення від морфоло-
гічно-подібних «контамінатів», які, на думку ряду 
зарубіжних фахівців, не здатні забарвлюватись роз-
чинами сафраніну або зберігати набуте забарвлення 
при обробці деколайзерами [10-12,16,26]. Насправ-
ді ж, результати наших експериментів із фарбуван-
ням ооцист криптоспоридій mКSA висвітлило ряд 
суттєвих недоліків цього методу: нестабільність 
робочих розчинів барвника, які для використання 
досліджень необхідно готувати ex tempore; низь-
ку валідність технологічних процедур фарбування 
(мимовільні незначні похибки «кислотної міцності» 
розчину деколайзеру або тривалості його експози-
ції призводять до надмірного знебарвлення ооцист, 

Рис. 3. Препарат мазку із забарвленими mКSA у рожевий і 
рожево-багряний колір ооцистами криптоспоридій на зеленому 

тлі фонового фарбника малахітового зеленого (світлова 
мікроскопія, сумарне збільшення ×1000, масляна імерсія).

Рис. 4. Препарат мазку із забарвленими APM ооцистами 
криптоспоридій, які флуоресціюють у вигляді яскравих 

смарагдово-зелених дисків на темному тлі барвника для гасіння 
фонової флюоресценції перманганату калію  

(люмінесцентна мікроскопія, сумарне збільшення ×1000, 
нефлюоресціююча масляна імерсія).
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чи до недостатнього знебарвлення супутньої мікро-
флори, що також набуває забарвлення внаслідок 
дії розчину сафраніну (рис. 3); препарати мазків 
ооцисти криптоспоридій забарвлені mКSA швидко 
вицвітають і без додаткової спеціальної обробки 
непридатні для тривалого мікроскопічного вико-
ристання в якості завідомо позитивного контролю. 

При люмінісцентно-мікроскопічному перегляді 
досліджених препаратів мазків, забарвлених AРM і 
ARM, ооцисти криптоспоридій мали вигляд яскра-
вих смарагдово-зелених флуоресціюючих дисків на 
темному тлі фону (рис. 4), а морфологічно-подібні 
до них контамінати відрізнялись за мало вираже-
ною тьмяно-зеленою флуоресценцією, що може 
слугувати додатковим (окрім ПОФ, ТСО та ДМО) ди-
ференційним критерієм. Виключенням із зазначе-
ного положення є неперетравлені ядерні оболонки 
клітин рослин, котрим притаманний високий рівень 
яскраво-зеленої флюоресценції, проте їх досить 
легко диференціювати з ооцистами за значно біль-
шим (у 2–5 разів) розміром та формою (як правило, 
еліпсоїдною чи прямокутною із заокругленими ку-
тами).

Крім викладеного вище, за виключенням ARM, 
інші випробувані методи фарбування ооцист крип-
тоспоридій (NSM, mZN, mKAF, mКSA та APM) не за-
безпечують бажану ефективність виявлення харак-
терної ВСО.

Попри візуалізацію у певної кількості ооцист 
утворень у формі півмісяців (останні найбільш ви-
разно представлені на рис. 1), наявність яких ряд 
фахівців [11,13,27] пов’язують із присутністю спо-
розоітів, методи фарбування NSM, mZN, mKAF, 
mКSA та APM у цілому не дозволили досягти достат-
ньо чіткого результату виявлення ідентифікаційного 
критерію ВСО. При проведенні світлової та люмінес-
центної мікроскопії забарвлених цими методами 
препаратів мазків суспензій ооцист криптоспори-
дій, не візуалізувались інтраооцистні спорозоіти – 
грушоподібної форми утворення діаметром 2,6×2.8 
мкм [27-29], а ознаками їх наявності слугувала своє-
рідна, різної інтенсивності забарвлення, смугастість 
і плямистість у певної кількості ооцист (рис. 2-4). 

Для підвищення ефективності ідентифікації оо-
цист криптоспоридій з урахуванням критерію ВСО 
зарубіжні науковці застосовують фенольні розчини 
комбінацій флуорохромних барвників (найчастіше 
аураміну з родаміном, ARM), що дозволяє одно-
часно забарвлювати як стінку ооцист, так й інтраоо-
цистні спорозоіти [9,26,30]. При цьому, слід відміти-
ти ряд недоліків, притаманних ARM: технологія його 
відтворення є багатостадійною та потребує значних 
затрат часу, що обумовлено тривалими процеду-
рами виготовлення препарату мазку, його фіксації, 
дворазовим висушуванням і триразовим проми-
ванням дистильованою або деіонізованою водою 
(після фарбування розчином біфлуорохромного 
барвника, знебарвлення деколайзером та після 
експозиції розчину барвника для гасіння фонової 
флуоресценції), а також необхідністю для виконан-
ня досліджень використовувати фенол. Останній, як 
добре відомо, має властивості протоплазматичної 
отрути і є небезпечним для будь-яких тканин ор-

ганізму (фенол за ступенем потенційної небезпеки 
впливу на організм відноситься до II класу – «речо-
вини високонебезпечні»). При здійсненні фарбу-
вання препаратів мазків досліджуваного біомате-
ріалу фенол до організму працівників лабораторій 
може потрапляти шляхом вдихання його парів, а 
також – всмоктуванням крізь шкіру чи слизові обо-
лонки очей, що викликає хімічні опіки (притаманна 
фенолу анестезуюча дія перешкоджає вчасному ви-
явленню його негативного впливу). Використання 
фенолу в діагностичній практиці лабораторій вима-
гає обмеження тривалості робочого часу, застосову-
вання захисного одягу (зокрема, окулярів і гумових 
рукавиць), а також – додаткових засобів та вироб-
ничих умов для видалення парів фенолу із робочої 
зони та із уражених ділянок тіла [13].

Висновки. При випробувані шести найбільш 
вживаних у світовій медичній практиці методів фар-
бування ооцист криптоспоридій (NSM, mZN, mKAF, 
mKSA, AРM і ARM) для їх виявлення та ідентифікації 
за допомогою світлової та люмінесцентної мікро-
скопії встановлено, що люмінесцентна мікроско-
пія у забарвлених APM та ARM препаратах мазків 
суспензій ооцист дозволяє виявляли у 2,4-2,9 рази 
більшу ЗКО (р<0,05), ніж світлова мікроскопія іден-
тичних препаратів мазків, забарвлених NSM, mZN, 
mKAF і mKSA. Усі випробувані методи забезпечують 
на задовільному рівні візуалізацію таких діагнос-
тичних ознак ооцист криптоспоридій як ПОФ, ТСО 
та ДМО. Проте, зазначені методи (за виключенням 
ARM) не забезпечують необхідного рівня візуалі-
зації ідентифікаційного критерію ВСО, що пере-
шкоджає надійному диференціюванню ооцист па-
разитів від присутніх у фекаліях (або у збагачених 
їх осадах) морфологічно-подібних «контамінатів». 
Для ARM, який характеризується відносно вищим 
рівнем диференційної ефективності забарвлен-
ня ооцист криптоспоридій, теж притаманні істот-
ні недоліки, котрі обумовлені багатостадійністю і 
тривалістю технології фарбування та необхідністю 
використання фенолу, що є високонебезпечною ре-
човиною.

Перспективи подальших досліджень. Подаль-
ші наукові дослідження з метою розробки більш 
ефективного методу диференційного фарбування 
оцист криптоспоридій для їх люмінесцентно-мі-
кроскопічного виявлення спрямовані на вирішення 
таких завдань: виключення із рецептур розчинів 
флуорохромних барвників фенолу та його заміна 
більш безпечним інгредієнтом; поєднання декіль-
кох технологічних процедур підготовки препаратів 
мазків біоматеріалу для дослідження – одночасне 
виготовлення, фіксація і фарбування мазку завдяки 
використанню мультифункціональної суміші фік-
сатору з розчином біфлуорохромного барвника, а 
також одночасне знебарвлення мазків та усунення 
небажаної їх фонової флуоресценції шляхом вико-
ристання комбінованої суміші розчинів деколайзе-
ру і барвника для гасіння фонової флуоресценції, 
що у цілому дозволить зменшити майже у 2 рази 
кількість обов’язкових етапів технології фарбування 
ооцист.
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ОЦІНКА ДИФЕРЕНЦІЙНОЇ ЕФЕКТИВНОСТІ МЕТОДІВ ФАРБУВАННЯ ООЦИСТ КРИПТОСПОРИДІЙ
Яковенко Д. В., Похил С. І., Тимченко О. М., Чигиринська Н. А., Костиря І. А.
Резюме. За результатами випробування шести найбільш вживаних у світовій медичній практиці методів 

фарбування ооцист криптоспоридій встановлено, що аурамін-родаміновий метод (ARM) характеризується 
відносно вищою диференційною ефективністю. При проведенні люмінісцентної мікроскопії забарвлених 
ARM мазків суспензій ооцист на задовільному рівні візуалізуються усі диференційні ознаки ооцист, у тому 
числі притаманна їм внутрішня структурованість. 

Ключові слова: ооцисти криптоспоридій, методи фарбування, диференційна ефективність.
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ОЦЕНКА ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ЭФФЕКТИВНОСТИ МЕТОДОВ ОКРАСКИ ООЦИСТ КРИПТОСПОРИДИЙ 
Яковенко Д. В., Похил С. И., Тимченко Е. Н., Чигиринская Н. А., Костыря И. А.
Резюме. На основании результатов испытания шести наиболее употребляемых в мировой медицинской 

практике методов окрашивания ооцист криптоспоридий установлено, что аурамин-родаминовий метод 
(ARM) характеризуется относительно более высокой дифференциальной эффективностью. При проведении 
люминисцентной микроскопии окрашенных ARM мазков суспензий ооцист на удовлетворительном уровне 
визуализируются все дифференциальные признаки ооцист, в том числе, присущая им внутренняя структури-
рованность. 

Ключевые слова: ооцисты криптоспоридий, методы окраски, дифференциальная эффективность. 

EVALUATION OF DIFFERENTIAL EFFICIENCY OF STAINING METHODS FOR CRYPTOSPORIDIUM OOCYSTS
Iakovenko D. V., Pokhil S. I., Tymchenko O. M., Chigirinskaya N. A., Kostyria I. A.
Abstract. Cryptosporidiosis (ICD-10-CM А07.2) is an ubiquitous parasitic disease («watery diarrhea») that is 

caused by the protozoans of the genus Cryptosporidium (type Apicomplexa) that are capable of invasion, reproduc-
tion and parasitism inside the enterocytes of the gut tract mucosal filli. Cryptosporidiosis as a diagnosis is estab-
lished based on the epidemiological and clinical data, as well as results of laboratory tests. Among the large quantity 
methods of cryptosporidiosis laboratory diagnostics the light and luminescent microscopy remain the most popular 
in the regular laboratory practice and are based on the determination of the parasitic oocysts in the smears of the 
biomaterials (mainly fecal).

The aim of the study is to evaluate the differential efficiency of six the staining methods for Cryptosporidium 
oocysts that are most commonly used in the medical practice: negative stain – NSM; modified (cold) Ziehl-Neelsen 
stain – mZN; modified (cold) Kinyoun’s acid-fast stain – mKAF; modified Köster’s stain – mКSA; auramine-phenol 
stain – APM; auramine-rhodamine stain – ARM.

Object and methods. The object of this study were the suspensions of C. parvum oocysts (n = 6) that were 
obtained from samples fecal of children and calves by the centrifugal sedimentation in the formalin-ethyl-acetate 
mix. Smears (n=36) were prepared from 5.0 μl of homogenized suspensions of oocysts. They were dried, fixed and 
stained using NSM, mZN, mKAF, mКSA, APM, ARM as described in previously published papers. Slides of the smears 
stained with NSM, mZN, mKAF, mКSA were analyzed by light microscopy and those that were stained with APM, 
ARM by luminescent microscopy (total increase of objects ×1000-1500, oil-immersion). Microscopically examination 
to evaluate the differential efficiency of staining methods for Cryptosporidium oocysts included the definition: the 
total number of oocysts (TNO); a regularly rounded form of oocysts (RFO) and their thick wall (TWO); mean dimen-
sions of the oocysts (i.e. their diameter – DIO); the internal structure inherent in oocysts (ISO).

Results and discussion. Obtened results show that luminescent microscopy can detect 2-5 times more Crypto-
sporidium oocysts (TNO) in the same smears of their suspensions than light microscopy. All proven staining meth-
ods (NSM, mZN, mKAF, mKSA, APM, ARM) allow microscopy to visualize such differential signs of Cryptosporidium 
oocysts as RFO, TWO, DIO. C. parvum oocysts had mean diameter 4,9-5,2 μm and the certain look, depending on 
the method used to stain them: NSM – look like as transparent round spots («ghosts») on a dark green background; 
mZN, mKAF – red discs on a pale green background; mKSA – pink and pink-purple on a pale green background; APM, 
ARM – rings or discs whith characteristically bright green fluorescence against a dark background. Only the ARM 
has allowed the identification criterion ISO to be found at a satisfactory level (oocysts were light green, and internal 
sporozoite – yellow-green color).

Conclusions. Among the six tried out of staining methods for Cryptosporidium oocysts, which are most often 
used in medical practice, relatively higher differential efficiency is characterized by ARM. However, this method has 
such disadvantages as a multi-stage and long-term staining protocol and the need to use phenol, which is a highly 
dangerous substance. Further research should be aimed at creating easier-to-reproduce, safe and effective staining 
method for Cryptosporidium oocysts. 
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