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RESUMO

este estudo realizou-se a comparacdo e analise de concordancia entre técnicas de

concentracdo por sedimentacdo usando acetato de etila e formalina-éter, bem como

se avaliou os métodos de Kinyoun, Ziehl-Neelsen e Safranina para detec¢do de
oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de animais de companhia. A técnica da
Auramina-O fenicada foi empregada como método de triagem. De 136 amostras de fezes
analisadas, 32 (23,53%) apresentaram oocistos de Cryptosporidium spp., sendo 29 (21,32%)
pela técnica de acetato de etila e 20 (14,71%) pela técnica de formalina-éter. O teste Kappa
evidenciou nivel de concordancia bom entre os métodos de concentragdo para a técnica da
Auramina e concordancia excelente para os métodos de Kinyoun, Ziehl-Neelsen e Safranina.
Quando comparadas as técnicas, observou-se que houve fraca concordancia entre os testes
Kinyoun e Ziehl-Neelsen, e ndo houve concordancia entre os métodos de Kinyoun ou Ziehl-
Neelsen quando comparados com a técnica de Safranina. Na impossibilidade de utilizar o
método da Auramina-O fenicada, que necessita microscopia fluorescente, os resultados
encontrados sugerem a utilizacdo da técnica de concentracdo por sedimentacdo com
acetato de etila seguida da técnica de Kinyoun para a identificacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. O emprego de acetato de etila ou formalina-éter nao influenciou os
resultados para os métodos de coloragdo que utilizam microscopia de luz, embora oocistos
mais integros tenham sido observados quando utilizado acetato de etila.
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Cryptosporidium spp. é um parasito epicelular oportunista que infecta o epitélio
gastrointestinal de diversos hospedeiros, incluindo mamiferos, répteis, peixes e aves

(THOMPSON et al., 2016).

Em paises desenvolvidos, a atencdo é maior para o diagndstico e tratamento, além da
prevencao da infeccdo por via hidrica e alimenticia. Ja nos paises em desenvolvimento, os
esforcos sdo direcionados para reduzir casos de doenca em populacdes de risco, tais como:
contato com animais de criagdo (principalmente bovinos), areas de saneamento precario e

sistema imune deficiente (THOMPSON et al., 2016).

Virios testes diagndsticos de coloracdo e microscopia sdo utilizados para deteccdo de
oocistos de Cryptosporidium em amostras fecais de animais ou humanos. No entanto, ndo
had uma metodologia padrdao que tenha ampla aceitacdo pelos pesquisadores (CARVALHO,

2009).

A técnica de sedimentacdo por formalina-éter é frequentemente empregada para
concentrar ovos, cistos e oocistos dos mais diversos parasitos intestinais, porém, o uso de
éter tem a desvantagem de diminuir o nimero de oocistos visualizados na microscopia, bem
como ocasionar distor¢Ges ou alteracdes em sua morfologia. Com o intuito de reduzir essas
desvantagens, Young et al. (1979) propuseram a substituicdo do éter por acetato de etila e

obtiveram melhores resultados da técnica.

O objetivo do presente estudo foi verificar a concordancia entre as técnicas de coloracdo
empregadas para detecgcdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de animais de
companhia. Adicionalmente, comparar a eficiéncia entre as técnicas de concentragdao por

sedimentacdo como método auxiliar para microscopia de fluorescéncia e de luz.

Amostras de fezes de animais de companhia, 116 cdes e 20 gatos, foram coletadas em
municipios da regido sul do Rio Grande do Sul, totalizando 136 amostras. As amostras foram
coletadas individualmente pelos respectivos tutores, logo apds a evacuagdo, em seguida
foram armazenadas em recipientes estéreis devidamente identificados. As amostras foram

armazenadas e mantidas sob refrigeracdo até o seu processamento.
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No laboratdrio, todas as amostras de fezes analisadas foram previamente submetidas a
retirada de sujidades. Aproximadamente 2 g de cada amostra foram diluidos em 10 mL de
agua destilada e submetidos a filtragdo em gaze e centrifugacdo por 3 minutos a 3000 rpm,
sendo repetido o processo até a limpeza total do sobrenadante. Posteriormente, as fezes
foram separadas em dois tubos tipo Falcon e processadas, empregando dois diferentes

protocolos de sedimentagao:

1) sedimento diluido em 2 mL de formalina 10% e adicionado de 3 mL de éter etilico,

centrifugado a 3000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante descartado;

2) sedimento diluido em 2 mL de formalina 10% e adicionado de 3 mL de acetato de

etila, centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante desprezado.

Para triagem das amostras de fezes, empregou-se o método da Auramina-O fenicada. As
amostras que, nesse método, apresentaram oocistos de Cryptosporidium spp. foram,
posteriormente, analisadas pelos métodos de coloragdo por microscopia de luz, incluindo o

método de Kinyoun (Ky), Ziehl-Neelsen (ZN) modificado e Safranina (S).

Uma aliquota de 10 uL do sedimento de cada protocolo de sedimentacao foi utilizada para a
confeccdo dos esfregacos e coloracdo por Auramina-O fenicada. Os esfregacos foram fixados
no calor, corados com auramina-O e submetidos a secagem a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Logo apds, foram lavados com agua destilada e, posteriormente,
descorados com alcool-acido durante 2 minutos, seguido por novo processo de lavagem. No
passo seguinte, os esfregacos foram cobertos com permanganato de potassio durante 2
minutos e uma nova etapa de secagem a temperatura ambiente foi realizada, para entao

serem examinados ao microscopio de fluorescéncia em objetivas de 10X e 40X.

No método de Kinyoun, apds a realizacdo dos esfregacos, as laminas foram submetidas a
secagem a temperatura ambiente, fixadas com metanol por 5 minutos e submetidas a
secagem a 37 °C durante 5 minutos. Posteriormente, as ldaminas foram coradas com fucsina
basica (corante de Kinyoun) durante 20-30 minutos, seguida de descoloracdo por acido
sulfdrico 2% por 30-40 segundos e lavagem em 3agua corrente. Na sequéncia, as laminas

foram contra-coradas com verde malaquita 5% durante 1 minuto, lavadas em agua corrente




ISSN: 2318-356X SCIENCEANDANIMALHEALTH V.7 N.1 JAN/ABR 2019 P. 02-11

Faculdade de Veter & Programa de Pr d em Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas

e secas em temperatura ambiente. A leitura foi realizada em microscopia de luz em objetiva

de imersdo (100X).

Para a realizacdo do método de Ziehl-Neelsen modificado, as laminas foram fixadas ao ar e
coradas com carbol-fucsina durante 15 minutos. Logo apds, foram lavadas com agua
corrente, descoradas em metanol acido 1% por 10-15 segundos e novamente lavadas em
agua corrente. Posteriormente, foram contra-coradas com verde malaquita 0,4% durante 30
segundos, submetidas a lavagem em agua corrente e secagem a temperatura ambiente.

Logo apds, foram examinadas em microscopia de luz em objetiva de imersdo (100X).

No método de Safranina, as laminas foram fixadas com metanol cloridrico a 1% durante 3-5
minutos. Apds secagem a temperatura ambiente, as laminas foram coradas com safranina
aquosa 1% durante 1 minuto e aquecidas em chama do bico de Bunsen até fervura da
solugdo. Apds lavagem em agua destilada, as laminas foram contra-coradas com azul de
metileno 1% durante 30 segundos, lavadas com agua destilada e secas em temperatura

ambiente para a avaliacdo em microscopia de luz com objetiva de imersao (100X).

Para analise estatistica indutiva, foi utilizado o software SPSS 20.0. O coeficiente Kappa de
Cohen (K) e o intervalo de confianca a 95% (IC. 95%) foram utilizados como indicadores de
concordancia ajustados entre os resultados obtidos pelos diferentes testes para diagndstico
de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes de cdes e gatos. De acordo com o valor
pontual obtido pelo K, as relacdes foram classificadas como excelente (>0,75), boa (0,75—
0,40) ou fraca (<0,40) concordancia (PESTANA; GAGEIRO, 2008). Considerou-se um nivel

minimo de confianga de 95% em todas as analises estatisticas realizadas.

Oocistos corados por Auramina-O fenicada apresentaram-se de forma esférica,
aproximadamente 5 um de diametro, fluorescentes, destacando-se em fundo escuro. Nao
foi possivel visualizar as estruturas internas em objetiva de 40X. No método de Kinyoun, os
oocistos apresentaram-se esféricos, 5 um de diametro, coloragdo rosa claro com estruturas
internas escuras visualizadas pela objetiva de 100X. Na técnica de Ziehl-Neelsen, coraram-se
em vermelho escuro a roxo, 5 um de diametro, com estruturas internas coradas em tom
mais escuro, sendo observados em objetiva de 100X. Caracteristicas similares foram

observadas pela coloragdo de Safranina, porém os oocistos coraram-se em vermelho claro.
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A deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes, agua e outros
materiais é dificil, dependente de padronizacdo de técnicas e da experiéncia dos
profissionais (CARVALHO, 2009). Técnicas imunoldgicas e moleculares tém sido
desenvolvidas para diagndstico, apresentando resultados mais precisos, porém o alto custo
limita sua utilizacdo (ROSSLE; LATIF, 2013). Considerando o tamanho reduzido dos oocistos,
somado a métodos trabalhosos e caros, estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de
melhorar as técnicas para deteccdo do parasito, todavia, apresentam resultados variaveis
(INACIO, 2012). No presente estudo, empregou-se a técnica da Auramina-O fenicada como
teste de triagem para avaliar a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de
cdes e gatos, uma vez que essa técnica é considerada metodologia padrao no Reino Unido
(HANSCHEID; VALADAS, 2008). Através desse método, observou-se que, do total de 136
amostras de fezes analisadas, 32 (23,53%) apresentaram oocistos de Cryptosporidium spp.,
sendo 29 (21,32%) identificados em laminas previamente confeccionadas com acetato de
etila e 20 (14,71%) em laminas previamente confeccionadas com formalina-éter (Tabela 1),
apresentando boa concordancia entre as técnicas de concentragao por sedimentagao pelo

teste Kappa (Tabela 2).

Tabela 1 — Resultados descritivos dos métodos de coloragdo.

Técnica de coloragdo (+) FE (+) AE  Total (+)
Auramina-O fenicada* 20 29 32
Kinyoun 9 10 11
Ziehl-Neelsen modificado 7 7 8
Safranina 5 7 8

FE: formalina-éter; AE: acetato de etila.

*Padrdo ouro (triagem).

Os resultados obtidos no teste Kappa, demonstraram, também, que o uso de ambos os

métodos de concentragdo por sedimentagao nao apresentou diferengas quando as técnicas
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de coloracdo foram analisadas isoladamente, posto que a concordancia foi excelente. Esses
resultados discordam dos relatados por Casemore et al. (1985) que encontraram maior
sensibilidade utilizando formalina-éter em testes de Auramina e Ziehl-Neelsen para deteccao
de Cryptosporidium spp. e outros patdogenos em material fecal humano. Diferiram também
de Young et al. (1979) que propuseram o acetato de etila como fator favoravel na detecgdo

de oocistos, cistos e ovos de parasitos em microscopia.

Tabela 2 - Concordancia entre os métodos de concentragdo por sedimentagdo e coloragdo para detecgdo de
oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de animais de companhia (n=136).

Comparagao entre métodos P K** IC.95%
Ky-ae x Ky-fe* 0,000 0,833 0,605-1,0
Ky-ae x ZN-ae* 0,026 0,391 0,013 -0,769
Ky-ae x ZN-fe* 0,026 0,391 0,013-0,769
Ky-ae x S-ae 0,117 - -
Ky-ae x S-fe 0,601 - -
Ky-fe x ZN-ae* 0,026 0,391 0,013 -0,769
Ky-fe x ZN-fe* 0,026 0,391 0,013-0,769
Ky-fe x S-ae 0,601 - -
K-fe x S-fe 0,601 - -
ZN-ae x ZN-fe* 0,000 0,817 0,569 - 1,0
ZN-ae x S-ae 0,451 - -
ZN-ae x S-fe 0,064 - -
ZN-fe x S-ae 0,451 - -
ZN-fe x S-fe 0,064 - -
S-ae x S-fe* 0,000 0,795 0,517-1,0

*significancia estatistica (p<0,05); Ky = Kinyoun; ZN = Ziehl-Neelsen; S = Safranina; ae = acetato de etila; fe =
formalina-éter.
**Valores de K (Kappa): >0,75 — concordancia excelente; 0,75-0,40 — concordancia razoavel a boa; <0,4 —
concordancia fraca (PESTANA; GAGEIRO, 2008).
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Quando comparadas as técnicas, observou-se que: houve fraca concordancia entre os testes
Kinyoun e Ziehl-Neelsen, e ndo houve concordéncia entre os métodos de Kinyoun ou Ziehl-
Neelsen quando comparados com a técnica de Safranina, independente do uso de
formalina-éter ou acetato de etila como solvente no método de concentracdo (Tabela 2). Ao
comparar a concordancia pelo teste de Kappa entre Kinyoun e um método imunoenzimatico,
McCluskey et al. (1995) encontraram concordancia intermediaria entre os dois métodos
(K=0,42), sendo o método imunoenzimatico mais sensivel do que o Kinyoun, entretanto, na
avaliagdo de poucas amostras este ultimo é mais econdmico. Rodrigues et al. (2016) ao
utilizarem os métodos de Ziehl-Neelsen e Safranina, na pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de 152 bezerros, encontraram maior positividade

pela técnica de ZN.

Na impossibilidade de utilizar o método da Auramina-O fenicada, que necessita microscopia
fluorescente, para verificar a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp, os resultados
encontrados, neste experimento, sugerem a utilizacdo da técnica de concentracdo por
sedimentacdo com acetato de etila seguida da técnica de Kinyoun. No entanto, estudos mais
detalhados devem ser realizados com o objetivo de se definir qual técnica de coloracdo para
microscopia de luz deve ser utilizada como rotina laboratorial para detec¢do de oocistos de

Cryptosporidium spp.

Em relacdo as duas técnicas de concentracao por sedimentacao, avaliadas através do teste
Kappa, os resultados obtidos demonstraram que o emprego de acetato de etila ou formalina
éter para a concentracdo de oocistos por sedimentacdo ndo alterou significativamente os
resultados. No entanto, cabe ressaltar que os autores verificaram que em laminas
confeccionadas com acetato de etila como solvente foi possivel identificar-se oocistos mais

integros e em maior numero do que em laminas confeccionadas utilizando formalina-éter.
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COMPARISON OF CONCENTRATION BY SEDIMENTATION AND STAINING
TECHNIQUES FOR THE DETECTION OF OOCYSTS OF Cryptosporidium spp. IN
FECAL SAMPLES FROM DOGS AND CATS

ABSTRACT

concentration techniques using ethyl acetate and formalin-ether, as well as comparing

Kynioun, Ziehl-Neelsen and Safranin methods to detect Cryptosporidium spp. oocysts
in feces from dogs and cats. The Auramine-phenol method was used as a screening method.
From the fecal samples analyzed, 32 (23.53%) presented Cryptosporidium spp. oocysts, 29
(21.32%) by the ethyl acetate technique and 20 (14.71%) by the formalin-ether technique.
The Kappa test showed good agreement between the concentration methods for the
Auramine technique and excellent agreement for the Kinyoun, Ziehl-Neelsen and Safranina
methods. When comparing the techniques, it was observed that there was a poor
agreement between the Kinyoun and Ziehl-Neelsen tests, and there was no agreement
between the Kinyoun or Ziehl-Neelsen methods when compared with the Safranina
technique. Since it is impossible to use the Auramine-phenol method, which requires
fluorescent microscopy, the results suggest the use of the ethyl acetate sedimentation
concentration technique followed by the Kinyoun technique to identify Cryptosporidium spp.
The use of ethyl acetate or formalin ether did not influence the results for staining methods
that use light microscopy, although more intact oocysts were observed when using ethyl
acetate.

The present study evaluated a comparison and concordance analysis between

Keywords: Cryptosporidiosis. Kinyoun. Ziehl-Neelsen. Safranin.

COMPARACION DE TECNICAS DE CONCENTRACION POR SEDIMENTACION Y
COLORACION PARA DETECCION DE OOQUISTES DE Cryptosporidium spp. EN
MUESTRAS FECALES DE PERROS Y GATOS

RESUMEN

de concentracién por sedimentacidn con acetato de etilo y formol-éter, y se evaluaron

E n este estudio se realizd la comparacion y el analisis de concordancia entre las técnicas
los métodos de Kinyoun, Ziehl-Neelsen y Safranina para la deteccidn de ooquistes de
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Cryptosporidium spp. en heces de animales de compafia. La técnica de Auramina se utilizé
como método de clasificacion. De 136 muestras de heces analizadas, 32 (23,53%)
presentaron ooquistes de Cryptosporidium spp., 29 (21,32%) por la técnica de acetato de
etilo y 20 (14,71%) por la técnica de formol-éter. La prueba Kappa evidencié un buen nivel
de concordancia entre los métodos de concentracion por la técnica de Auramina y una
concordancia excelente para los métodos de Kinyoun, Ziehl-Neelsen y Safranina. Al
comparar las técnicas, se observd que habia una débil concordancia entre las pruebas
Kinyoun y Ziehl-Neelsen, y no hubo concordancia entre los métodos Kinyoun o Ziehl-Neelsen
en comparacion con la técnica Safranina. En la imposibilidad de utilizar el método de
Auramina, que requiere microscopia fluorescente, los resultados sugieren el uso de la
técnica de concentracion por sedimentacion con acetato de etilo seguida de la técnica de
Kinyoun para identificar Cryptosporidium spp. El uso de acetato de etilo o formol-éter no
influyd en los resultados para los métodos de tincion que usan microscopia Optica, aunque
se observaron oocistos mas integros cuando fue utilizado acetato de etilo.

Palabras clave: Criptosporidiosis. Kinyoun. Ziehl-Neelsen. Safranina.
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