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ABSTRACT:- HUBER, F.; BOMFIM, T.C.; GOMES, R.BComparison between the efficiency of the hot safranin
stain and the centrifugation-fluctuation technique for the detection o€ryptosporidiunoocysts in faecal samples
of domestic animals} Comparacao da eficiéncia da coloracéo pelo método da safranina a quente e da técnica de
centrifugo-flutuacéo na deteccdo de oocistos gtGsporidiumem amostras fecais de animais domésticos.
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The objective of the present work was to compare the diagnostic efficiency between the hot safranin stain and
the centrifugation-fluctuation technique, f@ryptosporidiumoocysts, in faecal samples of domestic animals.
There were analyzed 166 dog faecal samples, 48 cat samples, 105 goat samples and 21 bovine samples, totalizing 340
samples. After processing the faecal samples, one drop of the resulting sediment was used in faecal smears which
were stained using the standard method for the hot safranin stain, with the rest of the sediment was realized the
sedimentation-fluctuation technique with hypertonic sugar solution. Statistical analysis was performed using the
Fishers exact test. Of the 340 faecal samples, 20 con@myptbsporidiumsp. oocysts, when analyzed with the
sedimentation-fluctuation method, being 4 dog samples, 6 cat samples, 5 goat samples and 5 bovine samples. Using
the hot safranin stain, oocysts were found in only 4 samples, being 2 dog samples and 2 goat samples. There was a
statistical significant difference between the two methods (p<0.001), showing that the centrifugation-fluctuation
method is more indicated, than the hot safranin stain, for the diagn@sigodbsporidiunsp. oocysts in faeces of
domestic animals.

KEY WORDS:Cryosporidiumsafranin stain, fluctuation, diagnosis, domestic animals.

RESUMO de centrifugo-flutuacéo e o método da safranina a quente.

O objetivo do presente trabalho foi comparar a eficiéncid °'am coletadas 166 amostras fecais de caes, 48 de gatos, 105

diagnéstica, para oocistos @ryptosporidiumsp. em de caprinos e 21 de bovinos, totalizando 349 amostra§. Apos o]

amostras fecais de animais domésticos, utilizando as técnicR&°cessamento das fezes, uma gota do sedimento foi utilizada
em esfregacos em lamina de vidro, para serem coradas pelo
método da safranina-azul de metileno a quente. Com o

" Curso de P6s-Graduacao em Ciéncias Veterinarias (CPGCV), Unisedimento restante foi realizada a técnica da centrifugo-
versidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Br 465, Km 7T| o lucH da d , p Al
CEP23890-000, Seropédica, RJ. E-mail: fran_ufrij@ hotmail.com utuagao em solugao saturada de agucar. Para analise

2 Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ. estatistica foi utilizado o teste Fisher exato. Dos 340 exames
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fecais examinados pela centrifugo-flutuacdo, 20 continhaneste método € o mais sensivel, principalmente considerando-
oocistos deCryptosporidiumsp., sendo quatro de cées, seisS€ que animais assintomaticos podem eliminar poucos

de gatos, cinco de caprinos e cinco de bovinos. Ja, nas [amirfCistos, pois o sucesso no diagnostico dependera sempre
coradas pela técnica da safranina a quente, foi possiveld@ Presenca e da quantidade de oocistos no esfregaco fecal

visualizagdo de oocistos em apenas duas laminas de esfregzgé'PORl' 1988).

de fezes de ces e duas de caprinos. Houve uma diferenca Existem divergéncias entre os autores sobre qual das téc-
L o ' . Slcas ou métodos de coloracéo é o mais indicado para o diag-
estatisticamente significativa (p<0.001) entre as duas tecnlcaﬁ(5 .

.ser?do quea centr.ifugo'-fIL.Jtuagéo foi.considerada 09”?0 aMalBm como sendo a coloracdo pela técnica de Ziehl-Neelsen
indicada para o diagnostico de oocistodgptosporidium g gificada, mais eficiente que a Safranina- Azul de metileno
sp. em amostras fecais. (MOODLEY et al., 1991; EL-WAHED, 1999), enquanto que
outros consideram as técnicas como sendo equivalentes
PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium,safranina-azul de (WEITZ; TASSARA, 1989; NACE et al., 1999). Quando consi-
metileno, centrifugo- flutuacéo, diagndstico, animais domésederada a equivaléncia diagnostica de ambas coloracées, a
ticos. Safranina-azul de metileno apresenta menor custo dos
reagentes, maior facilidade operacional e maior rapidez na exe-
cucdo que a coloracao pelo método de Ziehl-Neelsen modifi-
Cryptosporidiumcompreende protozoarios pertencentescada (BOGAERTS, et al., 1984; WEITZ; TASSARA, 1989;
ao filo Apicomplexa, sendo que as espécies sao parasitas dACE etal., 1999).
microvilosidades das células epiteliais do trato gastrointestinal. Na década de 80, a maioria dos diagnosticos baseava-se
Alocalizagao deste parasito caracteriza-se por ser intraceluldtO €xame de esfregacos fecais corados (TZIPORI, 1988), atu-
porém extracitoplasmatico, ocasionando perda dadlmente as técnicas de concentracao do material fecal, atraves

microvilodidades e consequiente prejuizo na eficiéncia dga utilizacéo de solucdes saturadas de acucar, cloreto de sédio

~ : . : . u sulfato de zinco, tém sido muito utilizadas, por aumentarem
absorcao dos nutrientes contidos na luz intestinal, podeno% P

ocasionar quadros clinicos de diarréia e ma absorcio COas chances de encontrar oocistos, principalmente em animais
9 ¢ g%sintométicos, nos quais a quantidade de oocistos elimina-

resultantes prejuizos na produtividade de animais d§qg nas fezes 6 bem menor quando comparadas aos animais
exploragéo comercial (FAYER, 1997). sintomaticos (STERLING; ARROWOOD, 1993).

O pequeno tamanho dos oocistos das diversas espécies Quando se utiliza a técnica de centrifrugo-flutuacio em
do génercCryptosporidiumque apresentam em média 5,3 X solugéo de actcar, os oocistos provenientes de fezes frescas,
4,6 um, dificulta o diagndstico, sendo geralmente necessarigpodem ser observados ligeiramente réseos, na microscopia
gue o exame microscopico seja realizado por uma pessake campo claro, e claros e refringentes quando vistos em con-
treinada (IRWIN, 2002). traste de fase. Os oocistos encarquilham a partir de 15 minu-

A principal metodologia de diagnostico utilizada, na maio-tos, perdendo sua forma esférica, assim como também, a sua
ria dos laboratérios, € a que permite a identificagéo da presepeoloragéo rosea (CURRENT; GARCIA, 1991).
ca de oocistos nas fezes, sem a determinacdo da espécie deDevido ao pequeno tamanho dos oocistos de
Cryptosporidiunenvolvida (O'DONOUGHUE, 1995). Este fato  Cryptosporidiumtorna-se necessaria uma centrifugagéo em
deve-se a duas razdes principais: a facilidade dos procediita rotagéo e por um maior tempo, que o utilizado pelas técni-
mentos laboratoriais e o relativo baixo custo, quando compaas rotineiras de sedimentacédo fecal. Semelhantemente, as
rados a metodologias mais elaboradas, como a reacgdo delhores técnicas de flutuagdo parecem ser aquelas que utili-
Polimerase em cadeia (PCR). Essa identificacdo pode ser reatiam solugdes de alta gravidade especifica, porém as amostras
zada mediante técnicas de coloracédo de esfregacos fecais precisam ser examinadas logo apos o preparo (em 10 minutos),
laminas de vidro ou por técnicas de exames a fresco. pois o0s oocistos encarquilham ou podem colabar quando ex-

As técnicas de coloracdo sdo variadas, sendo que as tgmstos por muito tempo a solu¢éo saturada (O’'DONOUGHUE,
nicas mais utilizadas atualmente, é a de Ziehl-Neelsen e su&895).
variantes, que compreendem os métodos de Kinyoun modifi- Mtambo et al. (1991), compararam seis técnicas
cado a frio, Ziehl-Neelsen modificado a quente, Safraninaliagndsticas para oocistos @eyptosporidiumem amostras
modificada a quente e Ziehl-Neelsen-Dimetilsulféxido (DE fecais de gatos, entre elas a flutuagéo em solucéo saturada de
CARLI, 2000). acUcar e o exame de laminas coradas pela técnica de Ziehl-

Pela técnica de Ziehl-Neelsen e suas variantes, os oocistbeelsen modificada. Os resultados mostraram que a técnica
séo corados em tons vermelho-alaranjados, enquanto que @e flutuacgéo foi capaz de diagnosticar oocistos de
artefatos fecais coram-se em azul ou verde de acordo comQryptosporidiumem 13 amostras, enquanto o exame do
contracorante utilizado. A coloragéo de esfregacos de fezeesfregago fecal diagnosticou oito amostras de um total de 19
permite um diagnostico facil e rapido para a deteccdo damostras positivas. Os autores concluiram que a leitura de
oocistos nas fezes (ARROWOOD, 1997), porém, nem sempresfregacos fecais corados, foi dispendiosa em tempo, pois
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eram poucos 0s oocistos presentes, além de ser menos seflgbela 1. Eficiéncia da detecgdo de oocistos de Cryptos-
vel que as outras técnicas testadas. poridium em fezes de diferentes hospedeiros, comparando

Moodley et al. (1991) e Miranda et al. (1997) examinarang técnica da centrifugo-flutuacdo e a da coloragcéo pela
amostras fecais de pacientes humanos, utilizando as técnicssranina a quent e.
de centrifugo-flutuacdo e de coloragéo de esfregacos fecais _
pela Safranina-azul de metileno. Os autores constataram que i#SPedeiros
técnica da centrifugo-flutuacéo foi o melhor método para o
diagnostico de oocistos deryptosporidiumsp.

O objetivo do presente trabalho foi de comparar as

Total Amostras positivas
Técnicade  Técnica de  Numerode
Centrifugo- Safranina-Azul amostras

Flutuagéo de metileno  negativas

técnicas de centrifugo-flutuacéo e de coloracéo de esfregacosCaes 166 4 2 162

fecais com o método da Safranina- azul de metileno, para o ©ats 48 6 - 42

diagnéstico de oocistos @ryptosporidiunsp., em fezes de ~ Caprinos 105 5 2 100
Bezerros 21 5 - 16

animais de companhia e animais de producéo.
Foram coletadas 166 amostras fecais de caes, 48 amostragOTAL 340 20 4 320
fecais de gatos, 105 amostras fecais de caprinos e 21 amostras
fecais de bezerros, totalizando 340 amostras. No laboratorio,
as fezes foram homogeneizadas com agua destilada e filtradei®co amostras de caprinos e cinco de bezerros. Ja, nas
em tamis de plastico descartaveis contendo uma gaze. Ap#yninas coradas pelo método da safranina a quente, foi pos-
esta filtragem, o material fecal foi colocado em tubos de ensai®vel a visualizagao de oocistos num total de quatro laminas,
conicos e centrifugados a 402,28g por 10 minutos. Despréendo duas de esfregaco de fezes de cées e duas de esfregaco
zou-se o sobrenadante, e com uma gota do sedimento foi red¢ fezes de caprinos, as 16 amostras restantes, foram positi-
lizado um esfregaco em lamina de vidro, para a realizacdo d&s para técnica da centrifugo-flutuacgéo, resultando em fal-
coloragéo pelo método da Safranina a quente. s0s negativos pelo método da safranina a quente. A compa-
Ao sedimento restante adicionou-se solugéo saturada dagdo das duas técnicas podera ser melhor visualizada na
aclcar (330 ml de agua destilada e 500g de actcar) que fbabela 1.
homogeneizado, o material foi centrifugado a 402,28g por 5 Houve uma diferenca estatisticamente significativa
minutos. Ap6s este procedimento, o tubo foi completado corfP<0,001) entre as duas técnicas, sendo que a centrifugo-
solugdo de agticar e coberto com uma laminula, ficando effituacao mostrou-se mais eficiente no diagndstico de oocistos
repouso por trés minutos. A laminula foi montada sobre umgée Cryptosporidiumsp. em amostras fecais. Esta diferenca
lamina de vidro e examinada em microscépio 6ptico com e sefpPde ser devido a concentracéo do sedimento fecal pela solu-
contraste de fase. ¢do saturada de agucar, enquanto que na técnica do esfregago

Para a técnica de centrifugo-flutuacdo modificada, foi utide fezes € examinada uma quantidade reduzida de sedimento
lizada a metodologia descrita por Figueiredo et al. (1984) é&cal, sendo que o exame de apenas uma lamina corada mos-
para o método da Safranina — azul de metileno a quente, déou ser insuficiente para o diagnosticoCtgptosporidium
guiu a metodologia de De Carli (2000). sp. em animais que estdo eliminando poucos oocistos nas

Apbs 0 esfregaco do sedimento fecal em laminas, estdgzes.
foram secas ao ar, fixadas em &cido-alcool por cinco minutos. Estes resultados concordam com Miranda et al. (1997),
Em seguida a lamina foi lavada em agua corrente e posterioMoodley et al. (1991) e Mtambo et al. (1991).
mente coberta com solugéo de safranina 1% e aquecida sobre NOs cées e gatos, o nimero de oocistos visualizados por
uma chama durante um minuto, contados a partir da emiss&dmina de centrifugo-flutuagéo nunca foi maior que cinco. Sen-
de vapores. Logo apds, a lamina foi lavada em agua corrent® que nos dois esfregacos de amostras fecais de caes, posi-
e corada com azul de metileno a 3% durante dois minutos pa¥i&os pela técnica da Safranina a quente, foi detectado apenas
depois ser novamente lavada e examinada ao microscopitin oocisto por lamina de esfregaco.

Optico, apds a secagem. De maneira geral, as amostras fecais continham poucos

Para a visualizac&o dos oocistos foi utilizado um micros0ocistos nas laminas de centrifugo-flutuacéo, excecéo feita as
copio biocular Olympus BX 51. Em ambas as técnicas o exam@uas amostras de caprinos, nas quais foram detectados abun-
das laminas foi feito com objetiva de 40x e confirmagdo dalantes oocistos, em ambas as técnicas realizadas.
diagnéstico com objetiva de 100x. Reforga-se assim, a importancia da utilizagao de técnicas

Para andlise estatistica foi utilizado o teste Fisher exato. de concentracéo e flutuagdo de fezes, para facilitar o diagnos-
programa estatistico utilizado foi Statcalc do Epinfo, progratico de oocistos d€ryptosporidiumsp. principalmente em
ma de analises epidemioldgicas do Center of Disease Contrbpspedeiros que apresentam a doenca subclinica, como ja foi

and Prevention (DEAN et al., 2000). considerado por outros autores.
Dos 340 exames fecais examinados pela centrifugo-
flutuacdo, 20 continham oocistos Geyptosporidiumsp., Agradecimentos- Agradecemos ao CNPq, a FAPERJ e a

sendo que quatro amostras de cées, seis amostras de gaf@8PES pelo apoio financeiro recebido.
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