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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar as técnicas de centrifugo-flutuagdo em solugdo de sacarose,
centrifugo-flutuagdo em solugcdo de sulfato de zinco, Kinyoun modificado e reacdo em cadeia da
polimerase para deteccdo de Cryptosporidium spp. em amostras fecais frescas de caprinos, bovinos
e suinos. Fezes foram colhidas diretamente do reto de 192 cabritos, 184 bezerros e 47 leitbes.
Oocistos de Cryptosporidium spp. foram constatados em 11,45% (22/192) e 5,72% (11/192) dos
cabritos, 4,34% (8/184) e 3,26% (6/184) dos bezerros, 2,12% (1/47) e 2,12% (1/47) dos leitbes pelos
métodos de Sheather e Faust, respectivamente. Nos esfregacos diretos de fezes, corados pelo
método de Kinyoun, foram observados oocistos do referido protozoario em 6,77% (13/192), 4,34%
(8/184) e 2,12% (1/47) dos cabritos, bezerros e leitdes respectivamente. Por meio da analise
molecular, 16,66% (32/192) dos cabritos, 6,52% (12/184) dos bezerros e 2,12% (1/47) dos leitdes
apresentaram amplificacdo positiva para Cryptosporidium. Todas as amostras positivas pelos
métodos de concentragdo e coloragao foram igualmente positivas pela técnica de nested-PCR. A
partir destes resultados pode-se inferir que a técnica de nested-PCR foi o método superior na
deteccdo de Cryptosporidium quando comparado com os demais métodos empregados neste estudo,
sendo capaz de revelar este parasito mesmo naquelas amostras com reduzido nimero de oocistos.

PALAVRAS-CHAVE: Faust; Kinyoun  modificado;  Nested-PCR:  Sheather;  técnicas
coproparasitologicas
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Diversos pesquisadores tém relatado em seus estudos a ocorréncia de

INTRODUCAO

divergéncias entre a eficiéncia dos diferentes métodos coproparasitologicos para a
deteccdo de Cryptosporidium (BOMFIM; LOPES, 1994; FEITOSA et al.,, 2004).
Deste modo, técnicas de concentracdo (BUKHARI; SMITH, 1995), de coloracao
(LALLO et al., 2009) e nested-PCR (KAUSHIK et al., 2008) tém sido empregadas na
deteccado deste protozoario em caprinos (BOMFIM et al., 2005), bovinos (HUBER et
al., 2004) e suinos (CALDERARO et al., 2001).

O objetivo deste estudo foi determinar e comparar a eficiéncia das técnicas
de centrifugo-flutuacdo em solugcédo de sacarose (Sheather), centrifugo-flutuacdo em
solugdo de sulfato de zinco (Faust), Kinyoun modificado e reagcdo em cadeia da
polimerase tipo nested (n-PCR) para diagnéstico de Cryptosporidium spp. em

amostras fecais frescas de caprinos, bovinos e suinos.

METODOLOGIA

Fezes foram colhidas diretamente do reto de 192 cabritos, 184 bezerros e 47
leitdes, machos e fémeas, de diferentes racas. Foram utilizadas como técnicas de
concentracdo a centrifugo-flutuacdo em solucédo de sacarose (densidade especifica
de 1,20 g/mL) e a centrifugo-flutuacdo em solucédo de sulfato de zinco (densidade
especifica 1.180 kg/m™). Para a coloracdo dos esfregacos fecais foi empregado o
método de Kinyoun modificado..

A andlise molecular foi realizada com a técnica de n-PCR, apds extracéo de
DNA dos oocistos de Cryptosporidium spp. conforme Meireles et al. (2007),
seguindo-se a amplificacdo de fragmentos do gene da subunidade 18S do RNA
(XIAO et al., 1999), permitindo a amplificagdo de fragmentos de DNA de todas as
espécies e genotipos de Cryptosporidium conhecidos.

Foi elaborado um indice de contagem meédia de oocistos por campos de
microscopia. Pela visualizag&o aleatéria em aumento de 400 vezes, determinou-se:
0 = auséncia de oocistos, 1 a2 =raros,3a4=+5a7=++ 8a 10 = +++ e acima
de 10 = ++++. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo Teste Qui-
Quadrado.
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RESULTADOS

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram constatados em 11,45% (22/192) e
5,72% (11/192) dos cabritos, 4,34% (8/184) e 3,26% (6/184) dos bezerros, 2,12%
(1/47) e 2,12% (1/47) dos leitbes pelos métodos de Sheather e Faust,
respectivamente. Pelo método de Kinyoun modificado, oocistos foram observados
em 6,77% (13/192), 4,34% (8/184) e 2,12% (1/47) dos cabritos, bezerros e leitdes
respectivamente. Por meio da analise molecular, 16,66% (32/192) dos cabritos,
6,52% (12/184) dos bezerros e 2,12% (1/47) dos leitdes apresentaram amplificagao
positiva para Cryptosporidium. Todas as amostras positivas pelos métodos de
concentracdo e coloracao foram igualmente positivas pela técnica de n-PCR.

Por meio do Teste Qui-Quadrado, nos cabritos, a deteccéo de oocistos pelo
método de Sheather foi superior aos resultados obtidos pelas técnicas de Faust
(P<0,0009) e Kinyoun (P>0,5930). Este fato n&o foi observado nas amostras fecais
dos bezerros quando comparadas as técnicas de Sheather e Faust (P>0,1573). O
namero meédio de oocistos observados por campo de microscopio em aumento de
400 vezes foi maior nos bezerros e leitbes, e notadamente menor nos cabritos
(Tabela 1).

Tabela 1: Nivel estimado de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de 192 cabiritos,
184 bezerros e 47 leitdes pelas técnicas coproparasitolégicas de Sheather, Faust e Kinyoun
modificado.

Técnica indice Cabritos Bezerros Leitdes
Frequéncia Frequéncia Frequéncia
(Porcentagem) (Porcentagem) (Porcentagem)
Negativo 170 (88,54%) 176 (95,65%) 46 (97,87%)
raros 4 (2,08%) 1 (0,54%) 0 (0,0%)
Sheather + 6 (3,13%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
++ 9 (4,69%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
+++ 2 (1,04%) 2 (1,09%) 0 (0,0%)
++++ 1 (0,52%) 5 (2,72%) 1(2,12%)
Negativo 181 (94,27%) 178 (96,74%) 46 (97,87%)
raros 7 (3,65%) 2 (1,09%) 0 (0,0%)
Faust + 3 (1,56%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
++ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
+++ 1 (0,52%) 3 (1,63%) 0 (0,0%)
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++++ 0 (0,0%) 1 (0,54%) 1(2,12%)
Negativo 179 (93,23%) 176 (95,65%) 46 (97,87%)
raros 9 (4,69%) 2 (1,09%) 0 (0,0%)
Kinyoun + 1 (0,52%) 1 (0,54%) 0 (0,0%)
modificado ++ 1 (0,52%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
+++ 1 (0,52%) 3 (1,63%) 0 (0,0%)
++++ 1 (0,52%) 2 (1,09%) 1(2,12%)

Fonte: da pesquisa (2015).

DISCUSSAO

Diversos pesquisadores tém classificado a técnica de Sheather como um
dos melhores métodos de concentracdo de oocistos de Cryptosporidium em
amostras fecais de diferentes espécies animais (ANDERSON, 1981; ALVES et al.,
2005; CARDOZO et al., 2008). A eficacia do método de Sheather € comparavel as
técnicas de Ritchie e Kinyoun associados na identificacdo de oocistos de
Cryptosporidium, como pode ser observado no trabalho de Scott et al. (1985) que,
ao comparar estas técnicas, constataram 18,1% (127/703) e 18,4% (129/703) de
amostras positivas respectivamente.

Corroborando com nossos resultados, diversos estudos tém demonstrado a
técnica de Sheather como superior na deteccédo de Cryptosporidium, mesmo quando
comparada com outras técnicas de coloracdo (HUBER et al.,, 2004), ensaio
imunoenzimético (FEITOSA et al., 2004) e Faust (ALVES et al., 2005).

Ainda que no presente estudo a técnica de Faust tenha possibilitado
recuperar um menor namero de oocistos em confronto com a técnica de Sheather,
pesquisadores tem empregado este primeiro método como importante ferramenta na
deteccédo de Cryptosporidium em amostras de fezes de humanos (CARVALHO et al.,
2006), equinos (GOMES et al., 2008) e animais silvestres (SOARES et al., 2008;
LALLO et al., 2009).

Kaushik et al. (2008) demonstraram em seus estudos que a técnica de n-
PCR é considerada como o método mais sensivel e especifico na deteccédo de
Cryptosporidium, em confrontacdo com diversos métodos de coloracdo e de ELISA,
chegando a 100% de sensibilidade e especificidade. Contrariamente, Magi et al.

(2004) constataram que o método de Kinyoun foi superior a técnica de PCR e testes
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imunoldgicos rapidos, sendo considerado como o método mais prético, barato e

eficaz no diagnostico deste protozoério.

O meétodo de coloracdo de Kinyoun € amplamente utilizado na rotina
laboratorial, revelando oocistos de Cryptosporidium em amostras de fezes
conservadas (AMATO NETO et al., 2003) ou frescas (FANFA et al.,, 2010),
viabilizando ainda a preservacéo das amostras coradas e da morfologia dos oocistos
(AMATO NETO et al., 1996).

CONCLUSAO

Baseado em nossos resultados, a técnica de nested-PCR foi superior aos
demais métodos para a deteccao de Cryptosporidium em cotejo as demais técnicas
empregadas neste estudo, detectando este protozoario mesmo naquelas amostras

com reduzido nimero de oocistos.
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