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RESUMO

Criptosporidiose ¢ uma doenca entérica com manifestacdes clinicas variadas e eventual
mortalidade, principalmente em animais jovens, causando prejuizos ao desenvolvimento.
Este estudo objetivou comparar técnicas de coloragdo para a deteccdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em fezes de bezerros leiteiros, provenientes dos 22 municipios da
regido Sul do Rio Grande do Sul, Brasil. Amostras fecais foram colhidas diretamente do
reto de 359 bezerros de diferentes ragas, machos ¢ fémeas, com até doze meses de idade.
Oocistos de Cryptosporidium spp. foram observados por meio dos métodos colorimétricos
de Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen e visualizados sob microscopia Otica e por
fluorescéncia com coloragdo de Auramina. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram
observados em 6,69% (24/359) das amostras analisadas. A partir destes resultados pode-se
inferir que os quatros métodos colorimétricos, foram eficazes na deteccdo de
Cryptosporidium spp., sendo capaz de revelar este parasito mesmo em amostras com
reduzido nimero de oocistos. Nao houve diferencga estatisticamente significante entre os
métodos para o diagnoéstico, apesar do método de fluorescéncia com coloragao de
Auramina ter apresentado o melhor resultado em comparagdo com as técnicas
colorimétricas utilizadas neste estudo.

Palavras-Chave: Criptosporidiose, diagndstico parasitoldgico, protozoarios, coloragdo de
auramina.

ABSTRACT

Cryptosporidiosis is an enteric disease with varied clinical manifestations and eventual
mortality, mainly in young animals, causing impairment in development. This study aimed
to compare staining techniques for the detection of Cryptosporidium spp. oocysts in dairy
calf feces from 22 municipalities of the southern region of Rio Grande do Sul, Brazil.
Fecal samples were collected directly from the rectum of 359 calves of different breeds,
male and female, up to twelve months old. Cryptosporidium spp. oocysts were observed
using the colorimetric methods of Kinyoun, Safranina and Ziehl-Neelsen and were
visualized under optical microscopy and by fluorescence with auramine stain.
Cryptosporidium spp. oocysts were observed in 6.69% (24/359) of the analyzed samples.
From these results it can be inferred that the four colorimetric methods were effective in
the detection of Cryptosporidium spp., being able to reveal this parasite even in samples
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with a reduced number of oocysts. There was no statistically significant difference between
the methods for diagnosis, even though, the Auramine staining fluorescence method
presented the best result in comparison with the colorimetric techniques used in this study.

Key words: Cryptosporidiosis, parasitological diagnosis, protozoa, auramina coloration.

INTRODUCAO

Cryptosporidium spp. sdo reconhecidos causadores da condi¢do denominada
criptosporidiose, classificada como doenca emergente, responsavel por causar diarreia em
vertebrados, incluindo bovinos ¢ o homem (FAYER, 2008; YODER et al., 2012;
ROBERTSON e CHALMERS, 2013).

A Criptosporidiose bovina foi relatada pela primeira vez no ano de 1971, em
bezerros com quadro de diarreia cronica (PANCIERA, 1971). Desde entdo, a doenga tem
sido descrita em bovinos em todo o mundo, sendo diagnosticada tanto em rebanhos de
bovinos de corte, como de aptidao leiteira (MEIRELES et al., 2011; NAZELHOSSEINI-
MOJARAD et al., 2011).

Em bovinos, os bezerros neonatos sdo mais susceptiveis a infeccdo com
manifestagdo clinica, cursando com diarreia intensa, elevada morbidade e até¢ a morte
(CHAKO et al., 2010). Os animais adultos podem ou nao apresentar sinais clinicos, € sao
considerados fontes de infec¢do para o ambiente e para o rebanho, sendo geralmente
portadores assintomaticos (KHAN et al., 2010; DAS et al., 2011).

Apesar da especificidade de hospedeiro, Cryptosporidium spp. podem infectar
humanos com sistema imunoldgico imaturo ou imunossuprimidos (RIBEIRO e
KATAGIRI, 2015). Os sinais clinicos e a gravidade da infeccdo geralmente estdo
associados a quantidade de formas infectantes ingeridas e ao status imunoldgico do
hospedeiro (BROGLIA et al., 2008; XIAO, 2010).

Portadores assintomaticos de criptosporidiose merecem atengdao devido a essa
doenga ser uma zoonose € haver a possibilidade de individuos atuarem como fontes de
contaminagdo e dispersao do agente no ambiente, favorecendo sua transmissao (CHAKO
et al.,2010). A infec¢do dos hospedeiros ocorre pela ingestdo de oocistos, que sao
eliminados juntamente com as fezes de portadores, na forma infectante. Os oocistos sdo
resistentes as condi¢des ambientais podendo permanecer viaveis por longos periodos (3
meses 25-30 °C) (GRACZYK et al., 2008; Thompson et al., 2008). A transmissao
geralmente estd associada ao contato com animais e/ou por meio da contaminagdo
alimentar ou hidrica (CHALMERS et al., 2011; RYAN et al., 2014).

Vérios métodos foram desenvolvidos para o diagndstico de criptosporidiose,
sendo os mais tradicionalmente utilizados na deteccdo direta do parasito por observagao
microscopica (FALL et al., 2003). Entretanto, os profissionais da area de diagndstico
laboratorial convivem com as divergéncias entre a eficiéncia dos diferentes métodos
coproparasitolégicos para a deteccdo de oocistos Cryptosporidium spp. (FEITOSA et al.,
2004).

As técnicas colorimétricas para detec¢do de oocistos de Cryptospordium spp.
comumente empregadas sdo Kinyoun e Ziehl-Neelsen, as quais podem ser feitas apds a
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fixagdo de esfregacos de fezes frescas ou preservadas (DE CARLI 1994). Além dessas, a
coloracdo empregando Safranina de azul de metileno ¢ considerada rapida, simples e
apresenta um bom contraste para a deteccdo de oocistos (BAXBY ef al.,1984). Entretanto,
Rodrigues et al. (2016) ao utilizarem os métodos de Safranina e Ziehl-Neelsen, na pesquisa
de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de 152 bezerros, encontraram
maior positividade pela técnica de Ziehl-Neelsen. No estudo de Mirhashemi ez al. (2015)
provaram que Kinyoun pode ser uma ferramenta confiavel para amostras de fezes.

No entanto, essas técnicas podem apresentar baixa sensibilidade e resultados
falso-positivos. A fluorescéncia por coloragdo de Auramina tem mostrado maior
sensibilidade e especificidade do que os métodos convencionais na detec¢ao de oocistos de
Cryptosporidium spp. (XIAO e HERD, 1993).

O objetivo do presente estudo foi avaliar os resultados obtidos pelos métodos
colorimétricos em esfregaco de fezes, corados pelas técnicas de Kinyoun, Safranina, Ziehl-
Neelsen e pela fluorescéncia de coloragdo por Auramina, para deteccdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bezerros leiteiros da regido sul do Rio Grande
do Sul.

MATERIAL E METODOS

Para a andlise comparativa entre os diferentes métodos de coloragdo foram
coletadas amostras fecais de 359 bezerros com até um ano de idade, de 68 propriedades
leiteiras, distribuidas em 22 municipios da regido sul do Rio Grande do Sul.

Com auxilio de luva de palpagdo retal as fezes foram colhidas diretamente da
ampola retal dos animais, devidamente contidos em curral com brete dimensionado para
bovinos. O material foi acondicionado em sacos plésticos, identificado ¢ mantido sob
refrigeragdo entre 4 e 10 °C, até seu processamento. Todos os procedimentos realizados
com animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Pelotas, em 06/06/2016, sob o protocolo 23110.001818/2016-73.

As amostras foram processadas no Laboratério de Parasitologia do Instituto de
Biologia da Universidade Federal de Pelotas, por meio dos Métodos de coloracdo de
Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen e por fluorescéncia pela coloragao de Auramina.

Os métodos utilizados seguiram o protocolo estabelecido por Rey (1991). Método
de Ritchie (1948) modificado por Young (1979), baseado na concentragao por sistema de
centrifugo sedimentacdo em Acetato de etila.

Apos a coleta das amostras, de cada uma delas foram pesadas quatro gramas de
fezes, transferindo-as para um Becker, acrescentando-se 10 mL de 4gua destilada. Apods
homogeneizagdo, o material foi filtrado em quatro camadas de gaze dobrada e transferido
para tubos de ensaio e centrifugados a 300 rads/s por trés minutos. Este procedimento foi
repetido de trés a quatro vezes. Descartou-se o sobrenadante e adicionou- se 2 mL de
solucao de formol a 10% e trés mililitros de acetato de etila.

Para a andlise desse material, centrifugaram-se as amostras formolizadas por 10
minutos a 300 rads/s, descartando-se o sobrenadante. O sedimento obtido foi utilizado para
a confec¢do dos esfregacos.
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De cada sedimento obtido nesse procedimento, foram confeccionadas trés laminas
para cada método, através de esfregacos fecais, e coradas pelas técnicas de coloragdo de
Auramina “O” Fenicada (Henderson et al.,1942), Kinyon (MOURA e OLIVEIRA, 1985),
Ziehl-Neelsen (Garcia et al.,1983) e Safranina (BAXBY et al., 1983). As trés laminas
confeccionadas foram observadas ao microscopio Optico, com excecdo das destinadas a
técnica de coloracdo por Auramina ‘‘O’’ Fenicada, que foram visualizadas ao microscopio
de fluorescéncia.

Para a confirmagdo do diagnostico, foi utilizado um microscopio 6ptico (1000x)
com ocular contendo micrometria dos elementos diagnosticados. Todas as técnicas foram
previamente testadas em amostras positivas. Para a realizacdo dos métodos, sempre se
utilizou um controle positivo, cedido pelo Laboratorio de Parasitologia da Universidade
Federal de Rio Grande.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 359 amostras fecais foram coletadas no estudo, das quais 24 (6,69%)
apresentaram positividade para oocistos de Cryptosporidium spp., nos quatro métodos
colorimétricos utilizados.

O procedimento de Auramina permitiu a observagdo de oocistos em 10,61% das
amostras (n=38), seguido do método de coloragdo de Safranina, que detectou 6,96%
(n=25) casos positivos. Os métodos de Kinyoun e Ziehl-Neelsen apresentaram o mesmo
resultado, detectando oocistos de Cryptosporidium spp. em 24 amostras fecais (6,69%).

Tabela 01: Comparacdo entre os métodos colorimétricos para deteccao de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos.

METODOS NEG POS
AURAMINA 321(89,39%) 38(10,61%)
KINYOUN 335(93,31%) 24(6,69%)
SAFRANINA 334(93,04%) 25(6,69%)
ZN 335(93,31%) 24(6,69%)

N% = Numero, NEG = negativo, POS = positivo, ZN = Zichl-Neelsen

No presente trabalho, dentre as técnicas utilizadas, o método de fluorescéncia com
coloracdo de Auramina, mostrou-se mais sensivel para a detec¢do de oocistos de
Cryptosporidium spp. nas amostras de fezes de bezerros.

A positividade de Cryptosporidium spp., observada nos métodos de Kinyoun e
Ziehl-Neelsen foi de 6,69% do total de amostras analisadas. NUimeros superiores foram
encontrados em Sao Paulo com 9,43% de prevaléncia, utilizando o método de Sheather
(RIBEIRO et al., 2000). Os resultados encontrados em Sao Paulo, utilizando a técnica de
Sheather, sdo semelhantes aos descritos por Langoni et al. (2004) em Minas Gerais,
empregando a técnica de ELISA, com 9,2% de bovinos infectados pelo protozoario.
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Utilizando RT-PCR a prevaléncia encontrada no estado do Parana foi de 8,3% (MACEDO,
2014).

Tais levantamentos epidemioldgicos evidenciam que existem varios métodos de
deteccao de Cryptosporidium utilizados por pesquisadores. Entretanto, Brook ef al. (2008)
afirmam que nenhuma técnica ¢ 100% sensivel e especifica (TAYLOR e WEBSTER,
1998).

Em andlise comparativa entre PCR e a coloracao de Ziehl-Neelsen, os resultados
de positividade observados por Cunha et al. (2002) foram de 10,12% e 9,3%,
respectivamente. Nao justificando, segundo os autores, o emprego da técnica de maior
custo.

No presente estudo, a coloragdo com Auramina propiciou uma melhor
visualizacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp., que apresentavam diferentes
tonalidades de amarelo a esverdeado brilhante em microscopio fluorescente, considerando-
se uma técnica de eleigdo para ser utilizada em laboratorios para triagem de amostras,
como mencionado por Quadros e Aratjo (2003). Segundo esses autores, o método de
coloragdo de Auramina permite rastrear a lamina com objetiva de 40x, possibilitando uma
visualizacdo mais rapida em todos os campos.

Cumpre salientar que no presente estudo, das 38 amostras fecais positivas para o
patdgeno pela Auramina, 14 amostras foram positivas somente nesse método, sendo que
nas outras técnicas de coloragdo o resultado dessas amostras foi negativo. Deve ser feita a
ressalva de que alguns autores citam que o método de coloragdo pela Auramina pode
apresentar resultados de falso-positivo, principalmente quando realizado por pessoas com
pouco treinamento (QUADROS e ARAUJO, 2003).

Métodos colorimétricos (Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen) sao adequados para
detectar oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais, por apresentarem relativa
facilidade no preparo das solugdes, além de exigir apenas equipamentos basicos, existentes
na maioria dos laboratorios que realizam o diagndstico de doencas infecciosas e
parasitarias.

Mesmo com o avango das técnicas imunologicas e moleculares para o diagndstico
de parasitoses, as técnicas de diagnodstico coproparasitoldogicos continuam sendo muito
empregadas, pela praticidade, sensibilidade e baixo custo (ARAUJO et al., 2015).

Entretanto, o preparo do esfregaco e a colorag@o, requerem muitas etapas e tempo,
o que dificulta sua utilizagdo em larga escala. Ainda, a sensibilidade dos métodos pode ser
diminuida em amostras contaminadas com grande quantidade de leveduras ou baixa
concentracdo de oocistos nas fezes. Por isso, para a correta identificagdo dos oocistos ao
microscopio Optico, € necessario treinamento e experiéncia do examinador (KEHL ef al.,
1995; IGNATUS et al., 1997; FAYER et al., 2000).

As técnicas de Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen permitem a visualizagdo dos
oocistos que apresentam diferentes tonalidades de réseo-avermelhado e, os esporozoitos
observados na maioria dos oocistos. Essas técnicas mostraram-se eficazes para o
diagnostico de criptosporidiose, porém, evidenciou-se a necessidade da utilizacao
simultanea de pelo menos duas técnicas, conforme descrito por outros autores (NETA et
al., 2010).
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A coloragdo pelo método de Auramina apresenta maior afinidade para os oocistos
de Cryptosporidium spp., do que os que utilizam fucsina de Ziehl-Neelsen, demonstrando
ser esse método mais vantajoso quando comparado com o de Ziehl-Neelsen.

A sua leitura através da técnica de Auramina se torna mais rapida, e por
apresentar facilidade na técnica e na leitura dos resultados, além de maior clareza na
visualiza¢dao dos oocistos, pelo contraste dos mesmos, brilhando contra um fundo escuro,
reduzindo a fadiga do observador e aumentando a acuracia do exame, sendo, portanto, a
técnica de elei¢do para ser utilizada diante de um grande numero de amostras ou para
estudos epidemiologicos, como método de triagem para exclusdo de amostras falso-
positivas (DIAZ-LEE et al., 2015).

Sobre as vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas atualmente, deve-se
mencionar que a principal vantagem de Ziehl-Neelsen, Kinyoun e Safranina sdo o seu
baixo custo e praticidade, visto que as laminas coradas por estes reagentes podem ser
armazenados por muito tempo, ao contrario da fluorescéncia por coloragdo de Auramina,
em que a duracao da coloragdo, dura em torno de 72 h (BROOK et al., 2008).

Como desvantagem, as coloragdes de Ziehl-Neelsen, Kinyoun e Safranina,
requerem maior tempo para visualizar cada lamina no microscépio 6tico (MUNOZ et al.,
2011).

Vale ressaltar que para o método de Auramina € necessario a utilizacdo de um
microscopio de fluorescéncia, o que nem sempre estd disponivel em laboratdrios e,
também, a fluorescéncia de fundo da amostra pode representar um problema de leitura em
esfregacos corados com essa coloracdo se o espécime tem uma grande quantidade de
detritos fecais (BROOK et al., 2008). No presente estudo, ndo foram encontradas tais
dificuldades, para a realizacao das coloracdes, bem como, a leitura das laminas, para o
diagnéstico de criptosporidiose.

CONCLUSOES

O método de fluorescéncia com coloracdo de Auramina demonstrou ser mais
efetivo na deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de bezerros. Sendo nas
condigdes estudadas, eleito o método para triagem de amostras em estudos
epidemiologicos.
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