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complexa: Cryptosporidiidae) in assintomatic cattle.] Comparagdo das técnicas de
Ziehl-Neelsen modificada e contraste de fase na deteccdo de oocistos do género
Cryptosporidium Tyzzer, 1907 (Apicomplexa: Cryptosporidiidag) em bovinos assintomé-
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versidade Estadual de Santa Cruz, Rodoviallhéus-1tabuna, Km 16, Salobrinho, I1héus, BA
45650-000, Brasil. E-mail: munhoz@uesc.br

The aim of this study was to compare the modified Ziehl-Neelsen Technique (ZNM)
and the centrifugal-flotation with phase contrast (CF) for detection of oocysts of
Cryptosporidium in asymptomatic cattle. One hundred fifty-six fecal samples of
asymptomatic cattle (64 calves and 92 adults) were collected and sel ected using not random
method. For the ZNM technique was prepared three dlides of each sample. To the statistical
analysiswas used the Cohen’s Kappa statistics for comparison of the techniques and the
chi-square test with Yates correction to evaluate the use of more than one dide in the
ZNM technique. It was abserved a poor agreement (k: 0.08) between the CF, with either
one or three slides in the ZNM, in which results showed that the first comparison of the
simultaneous need of techniquesto increase the detection of positive animals and second
comparison that the sensitivity of the three dides was superior to the CF. This can be
verified when just one slide was examined, showing that 41(26.3%) of al animalswould
not be diagnosed with Cryptosporidium, accounting for 46.06% of positive (p<0.001),
underestimating the occurrence of thiscoccidian. Thusthereading of three bladesbecame
more sensitive diagnosis of Cryptosporidium and should be recommended mainly in
asymptomatic animal studies of which could minimize the number of false negatives.
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RESUMO. Objetivou-se, neste estudo, comparar atéc-
nicadeZiehl-Ned sen M odificadacom confeccéo detrés
laminas eleitura de toda a extensdo do esfregaco e da
centrifugo-flutuacdo com contraste defase, nadeteccéo
de oocistos de Cryptosporidium, em bovinos assinto-
méti cos. Foram col etadas 156 amostras defezesdebo-
vinos (64 bezerros e 92 adultos) sel ecionados por con-
veniéncia, asquaisforam submetidas astécnicasde Cen-
trifugo-flutuacéo com contraste defase (CF) e Centrifu-
go-sedimentacéo com coloracéo de Ziehl-Ned senMo-
dificada(ZNM), em tréslaminas confeccionadas. Para
andlise estatistica, utilizou-se aestatisticade Kappade
Cohen paracomparacdo entre astécnicasedo testedo
qui-quadrado, com correcéo de yates naavaliagdo do
uso de maisdeumalaminano ZNM. Observou-seuma
concordanciaruim (k:0,08) entre o CF, tanto com uma
ou tréslaminas do ZNM, onde os resultados demons-
tram naprimeiracomparacdo, anecessdadederediza-
cao s multéneadastécnicas, paramaior deteccéo deani-
maispositivose, nasegunda, queasens bilidadedastrés
laminasfoi superior ao CF, evidenciando que se apenas
umalaminafosse examinada41(26,3%) dototal deani-
mai sn&o seriam diagnosticadoscom Cryptosporidium,
correspondendo a 46,06% do total de positivos
(p<0,001), subestimando aocorrénciadeste coccidio.
Degtaforma, aleturadetréslaminastornou maissensivel
o diagndstico de Cryptosporidium devendo ser preco-
nizada principal mente em estudos com animaisassinto-
méticosminimizando o nimero defa so-negativos.
PALAVRAS-CHAVE. Criptosporidiose, epidemiologia, diagnés-
tico, fezes.

INTRODUCAO

A criptosporidiose é umadoencacosmopolitae co-
mumente responsavel por parte dosquadrosdasindro-
mediarréca, ocorrendo maiScomumente em neonatos
deanimaisdeproducdo (Graaf et a. 1999). Osanimais
adultos sdo considerados como potencial fontedein-
feccdo para o resto do rebanho e de contaminagéo
ambiental (Fayer et al. 2000). Perdas econdmicas as-
sociadas com acriptosporidiose estdo rel acionadas aos
custosqueresultam dasintervengdes paracontrole dos
problemasdiarréi coseem casosextremos namorte dos
animais(Graaf et al. 1999, Vergara& Quilez 2004).

A diminacdo dosoocisosde Cryptosporidium variade
acordo comainteng dadedainfeccéo, assmcomoanimas
doentesexcretammaior quantidedeem relacéo aosassinto-
méticos(Souza& Lopes1995, Ortolani & Soares2003).

A desinfeccdo eadisponibilidade dedrogasefetivas
contraacriptosporidiose (Fayer & Xiao 2008), associ-
adas as medidas de controle sanitario ede bom manegjo

sdo ferramentas efetivas no combate a enfermidade
(Graaf et a. 1999; Fayer et al. 2000).

A utilizacdo de métodos|aboratoriai s que possuem
elevadasengbilidade e especificidade, facilidade deexe-
cucdo einterpretacdo, bem como baixo custo, édefun-
damental importanciaparaaredizacdo deuminquérito
epidemiol6gico (Feitosaet al. 2004). O resultado des-
tesexames pode variar em funcéo dos métodos de de-
teccdo utilizados (Fayer et d. 1998).

No Brasil, boaparte dos estudos parao diagnostico
de oocistos de Cryptosporidium nas espéciesdomés-
ticasfoi realizado pelatécnicade coloracdo de Ziehl -
Neelsen Modificada (Quadros & Araljo 2003), queé
f&cil de ser executada, rapida, tem baixo custo e boa
sensibilidade (Ortolani 2000).

Umama homogeneizacdo da amostra pode causar
resultadosfal so-negativos, em fungdo deumadistribui-
¢ao desigual deoocistos, assm como estesficarem reti-
dosnagazedurante afiltracdo, seromperem durante o
processamento, ou pelaredizacdo deumaunicaamosra
fecal coletadapor animd (Fayer et d. 2000). Resultados
fal so-negativos podem também ser observadosem ani-
mai sass ntométi cos pel apequenaquantidade de cocistos
eiminadae, nesteinterim, ummaior volumedefezesana
lisadaspor amostra(Fayer & Xiao 2008), ou autilizacdo
demaisdeum método de deteccdo, associadaaconfec-
¢ao demaisde um esfregaco corado pelo Ziehl eleitura
detodaasuaextensdo, pode minimizar esterisco.

Destaforma, objetivou-se neste estudo comparar a
técnicade Ziehl-Ned sen Modificadacom confeccdo de
tréslaminaseleturadetodaaextensdo do esfregaco e
do Centrifugo-flutuacéo com contraste defase, nade-
teccdo de oocistos de Cryptosporidium em bovinos
assintométicos.

MATERIAL E METODOS

O estudofoi realizado utilizando 156 amostras de
fezesde bovinosass ntométi cos, sendo 64 bezerros, com
idade a partir dos sete dias até um ano e 92 adultos
sel ecionados por conveniénciano momento daorde-
nha. Com auxilio deumaluvade pa pacéo retal asfezes
foram colhidas diretamente daampolaretal, colocadas
em sacos pl asticos, identificadas, e acondi cionadas sob
refrigeracéo até seu processamento.

Asamodiras, gpodsserem homogene zadas, foram pro-
cessadas pdl astécnicas de Centrifugo-flutuagdo Modifi-
cada, com visualizag&o por campo brilhante segundo
Cardozoet a. (2005), e Centrifugo-sedimentacdo com
preparacdo deesfregagosfecas, segundoAlmeida(2006)
coradospelatécnicade Ziehl-Ned sen M odificadavutili-
zando o Kit comercia da Newprov ®, seguindo as
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especificagdesdo fabricante. Aslaminasforam observa
das, por um Unico observador, em microscopio Optico
Olympus™ mod. BX-50, em aumento de 400x.
Paraatécnicade Ziehl-Neelsen Modificadaforam
confeccionadas eandisadastrés|aminasde cadaamos-
tracentrifugada, sendo amesmaconsideradanegativa
quando ndo se observou oocistos de Cryptosporidium,
aposaleituradetodaaextensdo dastréslaminas.
Paraandlise estatistica, utilizou-se aestatisticade
Kappa de Cohen (Laudis & Kock 1977), para com-
paracao entre astécnicas de contraste defase e Ziehl
Nelssen Modificada e do teste do qui-quadrado, com
correcdo deYates (Sampaio 1998) naavaiacdo do uso
demaisdeumalaminano Ziehl-Nelssen modificado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A realizacgo datécnicade Ziehl-Nedlsen Modifica
da(comleturade umadnicalaminaetodaasuaexten-
s80), embora tenha detectado um maior nimero de
amostras positivas que atécnicade contraste de fase
demonstrou que, 22 (14%) dasamostras, seriam falso-
negativas (Tabelal), caracterizando anecessidade da
utilizacdo S multaneadestas, ratificadapel o resultado do
Kappa: 0,083, que demonstraumaconcordanciaruim
entreastécnicas.

A técnicade Ziehl-Ned sen apresentou maior facili-
dade naidentificacdo dos oocistos mesmo nosanimais
com baixacargaparasitéria, onde o contraste de cores
permitiu afacil visualizacdo ndo sendo verificadaain-
terferéncia dos detritos fecais no diagndstico, como
mencionado por Huber et a. (2003). O grande nimero
defalso-negativos 52 (33,3%) natécnicade contraste

Tabela 1. Comparacéo entre as técnicas de Contraste de Fase
e Ziehl-Neelsen Modificada, com leitura de uma lamina, na
detecgdo de oocistos de Cryptosporidium nas amostras de
fezes de bovinos leiteiros.

Técnica Ziehl-Neelsen Total (%)
Contraste de Fase  Positivos (%) Negativos (%)
Positivos 37(23,7) 22(14,1) 59 (37.8)
Negativos 52 (33,3) 45(28,8) 97 (62,2)
Total 89 (57.1) 67 (42,9) 156 (100)
Kappa: 0,083

Tabela 2. Resultados obtidos na observagéo de
oocistos do género Cryptosporidium corados
pela técnica de Ziehl-Neelsen modificado uti-
lizando trés laminas para cada amostra.

defase provavelmente deveu-seabaixacargaparasita
ria, onde 88% dos animai s positivos paraestatécnica
apresentaram um OoPG (Oocistos por gramadefezes)
inferior a40, logo OoPGsmuito baixos, téminfluéncia
diretanasensi bilidade datécnicae, por conseguinte, na
identificacéo deanimaispositivos (Fayer & Xiao 2008).

Ao utilizar atécnicade Ziehl-Neesen Modificadacom
aconfeccéo eleituradetréslaminas paracadaamostra
observou-seque, segpenasaprimeiralaminafosseexa
minada41(26,3%) dototal deanimais, ndo seriamdi-
agnosticados com Cryptosporidium, o que
corresponderiaa46,06% do total de positivos, subes-
timando a ocorréncia deste protozoario (p<0,0001)
(Tabela2), onde apenas 06 (3,8%) animaisnao seriam
detectados como positivos paraCryptosporidium com
aleituradastréslaminas(Tabela3), esteresultados séo
novamenteratificados pel o teste do kappa (0,085) em
fungéo do dobro de detecgdo de animais positivosem
relacéo ao contraste defase.

Destaforma, leituras delaminasrealizadas apenas
por um periodo de 5 minutos (Paz & Silva2006), en-
cerradaaposavisualizacdo de 50 (Ortolani & Soares
2003) ou 100 campos (Garcia & Lima 2004) e sem
coloracdo deZiehl-Nedlsen (Huber et d. 2003) ndo deve
Ser encorgjadaem animai sassintométicos, vistaabaixa
eliminacao de oocistos em gquantidades nem sempre
encontradas (Maddox-Hyttel et a. 2006), onde nossos
resultadosrecomendam quealeituradeumnimeromaior
del@minasedetodaasuaextensdo, minimizao nimero
defa so-negativos por aumentar aquantidade defezes
aser analisadapelatécnica(Fayer & Xiao 2008).

Osresultadosevidenciam que, apenasaditilizacdo da
técnicadeZiehl-Ned sencomleturadeumalamina, pode
subegtimar o resultado em animaisassintométi cos(Tabelas
1 e2), comprometendo o diagndstico e, por conseguinte,
0inquérito epidemiol dgico, necessitando deumaprova
complementar como o contraste defase paradiminuir a
chancedefd so-negativo, contudo atécnicacom contraste
defase gpresentainconvenientescomo anecess dadede
microscopio apropriado, leituraimediatagpdésamonta
gemdalaminaeexperiénciado obsarvador navisudizacgo
dosoocigtos Alémdisso, osestudosepidemiol 6gicosrea
lizadoscom o auxilio do diagnésticomolecular, sgapara
Tabela 3. Comparacado entre as técnicas de Contraste de

Fase e Ziehl-Neelsen Modificada otimizada com trés lami-
nas para cada amostra.

Lamina Ziehl-Neelsen Técnica Ziehl-Neelsen Total (%)
Positivos (%) Negativos (%) Contraste de Fase Positivos (%)  Negativos (%)
12 89 (57,1) 67(42,9) Positivos 53 (34,0) 06(3,8) 59(37,8)
12e 22 117 (75) 39(25) Negativos 77 (49,4) 20(12,8) 97(62,2)
13,22 e 32 130 (83,3) 26 (16,7) Total 130 (83,3) 26(16,7) (100)
p<0,0001 Kappa: 0,085
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caracterizacdo da espécie, genotipagem ou potencia
zoondtico, norma mente é comparado com osresultados
obtidospdacol oracéo deumasdlaminae, por conseguin-
te, emboramaissensivels, S8 superestimados.

Assim, aproposi¢ao deleiturade pelo menostrés
l&minas em toda a sua extensdo aumentou considera-
velmente asensibilidade datécnica(Tabelas2 e3), de
formasmplesesem cugto adicional, minimizando Stua-
¢cBes comuns mencionadas por Fayer et a. (2000), que
levam aresultadosfal so-negativostais como: oocistos
sedistribuirem em areas ndo sel ecionadas paraserem
examinadas; arealizacdo de umaunicaamostracol eta-
dapor animal e uma quantidade pequenade oocistos
eliminados. Soma-se ao fato que para a adogdo de
medidas de controle e profilaxiaéimprescindivel ade-
teccao dosanimais positivos, principalmente osassin-
tométicos. Visto que, um bovino adulto aparentemente
negativo que excreta 20 kg defezesdiariamente pode-
réo estar eliminado juntamente 20 milhes de oocistos
(Fayer et al. 1998).

CONCLUSAO

A utilizago demaisde umaléminaparadatécnica
de Ziehl-Nedsen Modificadafoi maiseficiente naiden-
tificacéo dos oocistos em esfregacos fecaisem compa-
racao com astécnicascomo o Contrastede Fasee Ziehl -
Neelsen Modificada, com leiturade umaso lamina, de-
vendo ser encorgjadaparaestudos epidemiol 6gicosprin-
cipalmente em rebanhos assintométicos.
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