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PADRONIZACAO DA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA PARA
DETECCAO DE OOCISTOS DE Cryptosporidium parvum EM AMOSTRAS
FECAIS DE BEZERROS

RESUMO - O objetivo deste estudo foi padronizar a reacdo de
Imunofluorescéncia direta (IFD) para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium
parvum em amostras fecais de bezerros. Os anticorpos policlonais anti-C. parvum
foram produzidos em dois coelhos adultos da raca Nova Zelandia, e titulados por
meio do ensaio imuno-enzimatico indireto (ELISA). A fracdo de imunoglobulina G
(IgG) foi purificada a partir do soro do coelho imunizado, utilizando-se dialise em
sulfato de amoénio seguida de cromatografia em coluna de DEAE celulose e
conjugacao com isotiocianato de fluoresceina. Por meio da IFD padronizada, foi
testada a reatividade cruzada do conjugado produzido contra outras espécies de
Cryptosporidium (C. andersoni e C. serpentis) e com outros agentes etiol0gicos
presentes em fezes de bovinos (Escherichia coli, Eimeria sp. e Candida sp.). A IFD
foi comparada a microscopia com contraste de fase em solucdo de Sheather (MCF),
avaliando a capacidade de deteccdo de oocistos de Cryptosporidium sp. em
aliguotas de fezes de bezerro inoculadas com oocistos de C. parvum, e em
amostras fecais de bezerros naturalmente infectados provenientes de 37
propriedades leiteiras da regido de Aracatuba, SP. Nas amostras comprovadas
como positivas, foi ainda feita uma andlise semi-quantitativa de oocistos de
Cryptosporidium sp., visualizados por campo de microscopia em ambas as técnicas.
O conjugado anti-C. parvum apresentou reatividade com C. andersoni e C.
serpentis. A IFD foi utilizada com sucesso para deteccédo de oocistos de C. parvum
em fezes de bezerros, apresentando sensibilidade para deteccéo de até 10 oocistos
em 3 g de fezes. Entre as 300 amostras fecais de bezerros naturalmente infectados,
19,67% (59/300) foram positivas para a presenca de oocistos de Cryptosporidium
sp. pela IFD, apresentando diferenca estatisticamente significante (p<0.05) em

relacdo as amostras positivas pela MCF.

Palavras chave: anticorpos policlonais, bovinos, criptosporidiose, diagndstico,

ELISA, zoonose.



STANDARDIZATION OF DIRECT IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY FOR
DETECTION OF Cryptosporidium parvum OOCYSTS IN FECAL SAMPLES OF
CALVES

SUMMARY - The objective of this experiment was to standardize the direct
immunofluorescence assay (DIF) for detection of Cryptosporidium parvum oocysts in
fecal samples of calves. The anti-C. parvum polyclonal antibodies were produced in
two adult rabbits of New Zealand breed, and titrated by an indirect enzyme-linked
immunosorbent (ELISA). The immunoglobulin G (IgG) was purified from the serum
of immunized rabbits by dialysis in ammonium sulfate followed by column
chromatography on DEAE cellulose, and conjugated with fluorescein isothiocyanate.
Using DIF the anti-C. parvum conjugate was tested for the presence of cross-
reactivity against other species of Cryptosporidium (C. andersoni and C. serpentis),
and other infectious agents present in cattle fecal samples (Escherichia coli, Eimeria
sp. and Candida sp.). A comparison between the DIF and phase contrast microscopy
in Sheather solution (MCF) was accomplished for evaluation of the efficiency of both
techniques for detection of Cryptosporidium sp. oocysts in fecal samples of calves
seeded with C. parvum oocysts, and in fecal samples from naturally infected calves
from 37 dairy farms in the region of Aracatuba, SP. A semi-quantitative analysis of
Cryptosporidium sp. oocysts per microscopic field was accomplished for both
techniques. The anti-C. parvum conjugate showed cross-reactivity with C. andersoni
and C. serpentis oocysts. The DIF has been used successfully in the detection of C.
parvum oocysts in fecal samples of calves, with sensitivity for detecting 10* oocysts in
3 g of fecal samples. Among the 300 fecal samples from naturally infected calves,
19.67% (59/300) were positive for Cryptosporidium oocysts by DIF, with significant
statistical difference (p <0.05) when compared to the number of positive samples by
MCF.

Keywords: polyclonal antibodies; bovine, cryptosporidiosis, diagnosis, ELISA,

Z00noses.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 O género Cryptosporidium

Protozoarios do género Cryptosporidium sao coccidios reconhecidos como
parasitos de mamiferos, aves, répteis, peixes, e anfibios. Sdo classificados no Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida,
Subordem Eimeriorina e Familia Cryptosporidiidae (LEVINE, 1984; XIAO; FAYER,
2008).

A primeira espécie de Cryptosporidium foi descoberta em 1907, por Ernest
Edward Tyzzer, em glandulas gastricas de camundongos, sendo denominada
Cryptosporidium muris. Em 1912, o mesmo pesquisador descobriu outra espécie,
denominada como Cryptosporidium parvum, também encontrada em camundongos,
mas em células do intestino delgado (TYZZER, 1912)

Antes de 1980, infeccdo por Cryptosporidium em animais era considerada
rara e, em seres humanos, era descrita como uma infeccdo oportunista em
individuos imunologicamente comprometidos. A partir da década de 80 este conceito
mudou, sendo atualmente considerado um importante agente etioldgico de diarréia
em seres humanos imunossuprimidos e em alguns animais domeésticos e selvagens
(SRETER; VARGA, 2000; ASHBOLT, 2004; XIAO et al. 2004), além de ser
reconhecida como uma grave enfermidade de veiculagdo hidrica, tendo como
agravante a dificuldade de prevencdo da contaminacdo ambiental e auséncia de
terapias eficazes (DILLINGHAMA et al. 2002).

A padronizacdo da taxonomia desse género vem sendo realizada pelo uso de
métodos moleculares. Esses métodos, conjuntamente com estudos morfologicos,
biolégicos ou de especificidade por hospedeiros, auxiliam na validacdo das 21
espécies descritas (Tabela 1) (XIAO; CAMA, 2006).

1.2 Ciclo de vida e caracteristicas biologicas e fisicas do parasito

As espécies de Cryptosporidium possuem um ciclo de vida monoxeno muito
semelhante ao de outros coccidios da subordem Eimeriorina, composto por seis
estagios de desenvolvimento no organismo hospedeiro: excistacdo, merogonia,

gametogonia, fertilizacdo, formacdo da parede do oocisto e esporogonia (XIAO;



CAMA, 2006). O ciclo se inicia com a eliminacdo de oocistos ja esporulados nas

fezes de animais infectados (DUBEY et al. 1990).

Tabela 1. Espécies de Cryptosporidium consideradas validas.

Espécie Hospedeiro Bibliografia
C. andersoni Bovinos, camelos LINDSAY et al. (2000)
C. baileyi Aves CURRENT et al. (1986)
C. bovis Bovinos FAYER et al. (2005)
C. canis Cées FAYER et al. (2001)
C. fayeri Canguru vermelho RYAN et al. (2008)
C. fragile Anfibios JIRKU et al. (2008)
C. felis Gatos ISEKI, (1979)
C. galli Aves PAVLASEK, (1999)
C. hominis Humanos, Macacos MORGAN RYAN et al. (2002)
C. macropodum Canguru cinza POWER; RYAN, (2008)
C. meleagridis Aves, humanos SLAVIN, (1955)
C. molnari Peixes ALVAREZ PELLITERO; SITJA BOBADILLA,
(2002)
C. muris Roedores TYZZER, (1910)
C. parvum Ruminantes, humanos  TYZZER, (1912)
C. ryanae Bovinos FAYER et al. (2008)
C. scophthalmi Peixes ALVAREZ PELLITERO et al. (2004)
C. serpentis Serpentes BROWNSTEIN et al. (1977); LEVINE, (1980)
C. suis Suinos RYAN et al. (2004)
C. varanii Lagarto monitor PAVLASEK et al. (1995)
C. xiaoi Ovinos FAYER; SANTIN, (2009)
C. wrairi Porquinho da india VETTERLING et al. (1971)

Apés a ingestdo dos oocistos ocorre a excistacdo, que € a fase em que os
guatro esporozoitos sao liberados, e se aderem a superficie das células epiteliais do
trato gastrintestinal, onde sédo envolvidos pelas microvilosidades para formacao de

um vacuolo parasitéforo (localizacédo intracelular porém, extracitoplasmatica). Os



esporozoitos se diferenciam em trofozoitos, iniciando a multiplicacdo assexuada ou
merogonia (SRETER; VARGA, 2000; XIAO et al. 2004; SMITH et al. 2007).

Os trofozoitos ddo origem a dois tipos de merontes: o tipo I, com seis a oito
merozoitos e o tipo Il, com quatro merozoitos. Os merozoitos tipo | podem dar
origem a novos merozoitos do tipo | ou do tipo II; os merozoitos tipo Il iniciam a fase
sexual do ciclo ou gametogonia, com diferenciagdo em estagios masculinos
(microgametas) e femininos (macrogametas) (SMITH et al. 2007). Ap6s a
fertilizacdo, o macrogameta desenvolve-se em oocisto, podendo formar oocistos de
parede delgada, que sao responsaveis por auto infeccdo (capazes de iniciar um
novo ciclo dentro do mesmo hospedeiro), e os de parede espessa, que Sao
eliminados nas fezes e sédo resistentes as condi¢cdes ambientais. A esporulacdo dos
oocistos ocorre in situ, ou seja, logo apés sua formacao; sendo assim, eliminados
em sua forma infectante, o que potencializa a possibilidade de infeccdo de novos
hospedeiros (DUBEY et al. 1990).

O potencial infeccioso de Cryptosporidium esta relacionado as caracteristicas
como: grande quantidade de excrecdo de oocistos pelos hospedeiros infectados;
baixa especificidade por hospedeiros mamiferos (particularmente apresentada por
C. parvum); tamanho reduzido e baixa velocidade de sedimentacdo dos oocistos na
agua; baixa dose infectante (menos de 10 oocistos) e por serem eliminados ja em
sua forma infectante (DILLINGHAMA et al. 2002; XIAO et al. 2004).

Os oocistos eliminados no ambiente sdo sensiveis a dessecacdo, ao
congelamento e as temperaturas de 55°C/30 segundos ou 70°C/5 segundos
(FUJINO et al. 2002). Sao ainda extremamente resistentes a acao do cloro utilizado
no tratamento de agua (XIAO et al. 2004), e permanecem viaveis no ambiente por
até trés meses em temperatura de 25-30°C, seis meses em temperatura de 20° C ou
sete meses quando armazenados em agua a 15°C (ANDERSON, 1985; FAYER et
al. 1998).

1.3 Importancia em Saude Publica

A partir do surto de criptosporidiose na cidade de Milwaukee (EUA), em 1993,
quando 403.000 pessoas apresentaram diarréia atribuida ao parasito, o género
Cryptosporidium despertou atengcdo como um agente etiolégico de importancia em
saude publica (MACKENZIE et al. 1994).



Em humanos, ja foram atribuidos surtos de criptosporidiose em mais de 90
paises em seis continentes, principalmente pelo protozoario apresentar alta
infectividade aliada a grande resisténcia em condicdes ambientais (XIAO et al.
2004).

As espécies que mais comumente infectam humanos sdo C. parvum e C.
hominis (SMITH et al. 2006). Em humanos ha dois tipos de transmissdo: a
antroponotica, que envolve geralmente C. hominis e ocorre mais frequentemente em
areas urbanas, e a transmissdo zoonoética, mais freqiente com C. parvum, e esta
associada principalmente aos ruminantes, em sua maioria em &reas rurais
(MORGAN et al. 1999), fato que pode estar relacionado ao maior contato com
animais infectados e com o ambiente que estes habitam (LEARMONTH et al.
2004). Ja em éareas urbanas, devido a densidade populacional, que leva a uma
maior transmissao pelo contato pessoa-a-pessoa, prevalece infeccdo por C. hominis
(LAKE et al. 2007).

Surtos de criptosporidiose em humanos podem se originar ndo somente de
veiculacao hidrica, mas também por ingestdo de alimentos contaminados. Oocistos
de Cryptosporidium foram identificados em mariscos (JOHNSON et al. 1995),
mexilhdes, ostras (GRACZYK et al. 1999), leite (GELLETLIE et al. 1997), legumes e
vegetais (MONGE; CHINCHILA, 1996; ORTEGA-MORA et al. 1992) e alimentos
industrializados, como bebidas (MILLARD et al. 1994).

Existem relatos de oocistos de C. canis (PIENIAZEK et al. 1999; PEDRAZA-
DIAS et al. 2001; CAMA et al. 2003) C. felis (GUYOT et al. 2001; PEDRAZA-DIAS et
al. 2001; CAMA et al. 2003), C. meleagridis (MCLAUCHLIN et al. 2000; MORGAN et
al. 2000; PEDRAZA-DIAS et al. 2000; GUYOT et al. 2001; TIANGTIP;
JONGWUTIWES 2002; CAMA et al. 2003; GATEI et al. 2003), C. muris (GUYOT et
al. 2001; TIANGTIP; JONGWUTIWES, 2002; GATEI et al. 2002; GATEI et al. 2003)
e 0s gendtipos suino (CAMA et al. 2003) e cervideo (ONG et al. 2002) em fezes
humanas.

A duracéo e patogenia da criptosporidiose em humanos dependem do estado
imune dos individuos, variando de diarréia autolimitante grave em individuos
imunocompetentes, a diarréia cronica e prolongada em pacientes
imunocomprometidos, que pode resultar em 6bito (ABRAHAMSEN et al. 2004).

A facilidade de transmissdo desse parasito para 0 ser humano, em conjunto
com a inexisténcia de tratamentos efetivos para a criptosporidiose, faz desta

parasitose uma importante causa de morbidade e mortalidade, principalmente em



individuos imunossuprimidos e criancas em paises em desenvolvimento (LEAV et al.
2003, ASHBOLT, 2004).

No Brasil existem varios relatos de infec¢cdo causada por Cryptosporidium em
seres humanos, principalmente em criancas e pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SAUDA et al. 1993; OSHIRO et al. 2000; PEREIRA et al.
2002; BRANTLEY et al. 2003). Em um estudo realizado na cidade de Uberlandia —
MG, Silva et al. (2003), por meio do teste de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA),
encontraram 5,8% de pacientes humanos, portadores da imunodeficiéncia adquirida,
com a presenca de oocistos em amostras fecais. Na cidade de Sao Paulo,
Carvalho-Almeida et al. (2006), por meio da técnica de Kinyoun, diagnosticaram
20,3% (13/64) das amostras fecais de criancas e uma amostra de adulto com
presenca de oocistos de Cryptosporidium. Mascarini e Donalisio (2006), em estudo
transversal avaliaram, por meio da técnica de Ziehl-Neelsen modificada, 379 e 397
amostras de fezes de criancas em 2002 e 2003, respectivamente, de cinco creches
de Botucatu, SP, e encontraram 15,5% (2002) e 3,7% (2003) das amostras positivas

para oocistos de Cryptosporidium spp.

1.4 Infeccdo em bovinos

Disturbios gastrintestinais sao freqientes em criagdes de bovinos, sendo a
diarréia a enfermidade gastrintestinal mais comum neste tipo de criacdo (NAVARRE
et al. 2000).

Os bezerros parecem ser mais suscetiveis a infecgcdo clinica por
Cryptosporidium, sendo que grande parte das infec¢cdes diagnosticadas em
individuos adultos sdo de natureza assintomatica ou associadas a sintomas clinicos
de pouca gravidade (O'DONOGHUE, 1995).

Existem quatro espécies do género Cryptosporidium que acometem bovinos.
Os animais adultos e os bezerros desmamados sdo acometidos principalmente por
C. andersoni, C. bovis e C. ryanae, ja os bezerros em lactacdo séo infectados por C.
parvum e considerados como 0s maiores reservatorios desta espécie, que apresenta
alto potencial zoonético (XIAO; FENG, 2008).

Segundo Angus (1987) um bezerro infectado pode eliminar mais de 10
oocistos por dia, em periodos de quatro a 14 dias, confirmando seu importante papel

na contaminacao ambiental.



Sanford e Josephson (1982) descreveram o envolvimento de C. parvum em
episodios de diarréia em bezerros neonatos, fato também descrito por Heine et al.
(1984) e Feitosa et al. (2008), confirmando sua participacdo em quadros de diarréia,
enterite e mortalidade em bezerros, nas primeiras semanas de vida.

Bezerros de aptidao leiteira e de corte mantidos em confinamento sdo mais
acometidos por C. parvum, sendo rara a ocorréncia em bezerros criados
extensivamente (MARTINS-VIEIRA et al. 2009).

A mortalidade observada na criptosporidiose bovina pode ser baixa quando a
diarréia € unicamente causada por este protozoario, ou mais elevada, quando existir
associacdo com outros agentes infecciosos, ou quando o hospedeiro apresentar ma
nutricdo (CHERMETTE; BOUFASSA-OUZROUT, 1988). A morbidade é considerada
significativa em bovinos neonatos, com presenca de enterite severa e perdas
econOmicas relacionadas ao seu desenvolvimento (XIAO et al. 1998).

Um estudo epidemioldgico realizado em 1103 fazendas nos Estados Unidos,
revelou a presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. em 22,4% (1642/7369) das
amostras analisadas, e em 59,1% (652/1103) das propriedades estudadas,
demonstrando grande disseminacdo deste parasito naquela regido (GARBER et al.
1994).

Na regido de Aracatuba, interior do estado de Séo Paulo, Feitosa et al. (2004)
constataram a prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium sp. em 12,4% (57/459)
amostras fecais bezerros com até duas semanas de vida, provenientes de 33

propriedades leiteiras.

1.5 Emprego da microscopia e de métodos imunolégicos no diagndéstico de

criptosporidiose

Ha uma grande variedade de métodos utilizados no diagnéstico da
criptosporidiose, sendo a maioria relacionada a detecc¢ao direta de oocistos por meio
de microscopia. As técnicas mais conhecidas para este fim sdo: coloracdo por
Kinyoun (MA; SOAVE, 1983), Ziehl-Neelsen modificado (HENRIKSEN; POHLENZ et
al. 1981), safranina azul de metileno (BAXBY et al. 1984), verde malaquita (ELLIOT
et al. 1999), visualizagcdo microscépica em contraste de fase em solucdo de
Sheather (FEITOSA et al. 2008) e reacao de imunofluorescéncia direta (BIALEK et
al. 2002).



A visualizacdo de oocistos de Cryptosporidium por métodos tradicionais de
microscopia possui algumas vantagens, como a diminuicdo do tempo e o baixo
custo, e como desvantagens a possibilidade de resultados falsos positivos e baixa
sensibilidade (CASEMORE, 1991).

Para o diagnéstico imunoldgico, ha disponibilidade no mercado de Kkits
comerciais de reacdo imunoenzimatica (ELISA), que detectam coproantigenos em
amostras fecais, e de imunofluorescéncia direta (IFD), que emprega anticorpos
monoclonais anti-Cryptosporidium marcados com isotiocianato de floresceina
(BIALEK et al. 2002). Estes testes tém substituido a analise microscopica tradicional,
em amostras fecais, para pesquisa de oocistos, com bons resultados de
sensibilidade e especificidade (ARROWOOD; STERLING, 1989; ZIMMERMAN,;
NEEDHAM, 1995; JOHNSTON et al. 2003).

O custo de aquisicdo de kits comerciais de ELISA e IFD inviabiliza seu uso na
rotina laboratorial (GARCIA; SHIMIZU, 1997; BIALEK et al. 2002), o que faz com que
0s meétodos de microscopia tradicionais sejam mais utilizados para deteccdo de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais (MAGI et al. 2006; WEISEL et al. 2006).

OBJETIVOS

Objetivo geral

Padronizar a reacdo de imunofluorescéncia direta para deteccdo de oocistos

de Cryptosporidium parvum em amostras fecais de bezerros.

Objetivos especificos

Produzir um conjugado anti-Cryptosporidium parvum contendo anticorpos
policlonais anti-C. parvum produzidos em coelhos.

Desenvolver o teste de ensaio imuno-enzimatico indireto (ELISA), para testar
a reatividade dos anticorpos policlonais anti-C. parvum contra antigenos de oocistos
sonicados de C. parvum.

Comparar o limiar de detecgcdo da imunofluorescéncia direta com a
microscopia de contraste de fase em solucdo de Sheather, em amostras fecais
inoculadas com oocistos de C. parvum e amostras fecais de bezerros naturalmente

infectados.
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CAPITULO 2 - PRODUCAO DE CONJUGADO ANTI-CRYPTOSPORIDIUM
PARVUM PARA DETECCAO DE OOCISTOS EM AMOSTRAS FECAIS DE
BEZERROS PELA REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

Weslen F. P. Teixeira®, Willian M. D. Coelho?, Caris M. Nunes!, Marcelo V.

Meireles?".
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RESUMO - O objetivo deste estudo foi produzir um conjugado contendo
anticorpos policlonais anti-Cryptosporidium parvum e padronizar a reacdo de
imunofluorescéncia direta (IFD) para deteccdo de oocistos de C. parvum em
amostras fecais de bezerros. Para producdo de anticorpos policlonais anti-C.
parvum, dois coelhos da raca Nova Zelandia foram imunizados com uma solucéo
purificada de oocistos de C. parvum e adjuvante de Freund. A purificacdo da fracéao
de imunoglobulina G (IgG) foi realizada por meio de precipitacdo em sulfato de
amonio e cromatografia em coluna de DEAE celulose e a titulacdo dos anticorpos
policlonais anti-C. parvum foi determinada por meio do ensaio imuno-enzimatico
(ELISA). A fracdo IgG de coelho anti-C. parvum foi conjugada com tiocianato de
fluoresceina e a padronizacédo da reacéao foi feita utilizando-se varias diluicbes do
conjugado, em laminas positivas para C. parvum. Foi pesquisada também a
presenca de reatividade cruzada do conjugado anti-C. parvum com C. serpentis, C.
andersoni, Escherichia coli, Eimeria sp. e Candida sp.. A produgcdo do conjugado
anti-C. parvum foi bem sucedida, sendo possivel a padronizacdo da IFD para
deteccdo de oocistos em fezes. Foi também observada reatividade cruzada dos
anticorpos policlonais anti-C. parvum, com C. andersoni e C. serpentis.

Palavras-chave: Imunofluorescéncia direta, oocistos, Cryptosporidium

parvum, amostras fecais, bovinos.

ABSTRACT - The aim of this research was to produce a conjugate containing
polyclonal anti-Cryptosporidium parvum antibodies and standardize a direct
immunofluorescence assay (DIF) for detection of C. parvum oocysts in fecal samples

of calves. In order to obtain anti-C. parvum polyclonal antibodies, two New Zealand



rabbits were immunized with a purified solution of C. parvum oocysts and Freund's
adjuvant. The purification of the immunoglobulin G (IgG) fraction was performed by
precipitation in ammonium sulfate and chromatography using DEAE cellulose
column. The titer of polyclonal anti-C. parvum antibodies was determined by means
of the enzyme-immunosorbent assay (ELISA). The rabbit anti-C. parvum IgG fraction
was conjugated with fluorescein thiocyanate and the standardization of the IFD was
performed using various dilutions of conjugate in slides positive for C. parvum
oocysts. The cross-reactivity of the anti-C. parvum conjugate was tested using
oocysts of Cryptosporidium serpentis, Cryptosporidium andersoni, Eimeria sp.,
Escherichia coli, and Candida sp.. The production of a conjugate anti-C. parvum was
successful, allowing the standardization of DIF for detection of Cryptosporidium
oocysts in fecal samples. It was also observed cross-reactivity of polyclonal anti-C.
parvum antibodies, with C. andersoni and C. serpentis.

Keywords: Direct immunofluorescence assay, oocysts, Cryptosporidium

parvum, fecal samples, cattle.
INTRODUCAO

A criptosporidiose em bezerros neonatos € geralmente causada por
Cryptosporidium parvum, com relatos de infeccdes em que ha eliminacdo de até
6x10™ oocistos por animal durante o primeiro més de vida (UGA et al. 2000), o que
representa risco transmissao para outros animais e também para humanos, ja que
C. parvum apresenta alto potencial zoonético (XIAO; FAYER, 2008).

A importancia de C. parvum como agente etiologico de diarréia, enterite e
mortalidade em bezerros, nas primeiras semanas de vida, ja foi confirmada por
diversos pesquisadores (SANFORD; JOSEPHSON, 1982; HEINE et al. 1984;
FEITOSA et al. 2008).

Entre as técnicas empregadas para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium
em amostras fecais, destaca-se a reacdo de imunofluorescéncia direta (IFD)
(FAYER et al. 2000; BIALEK et al. 2002; JEX et al. 2008), reconhecida por
apresentar melhor sensibilidade e especificidade quando comparada as técnicas
tradicionais de coloragcdo (ARROWOOD; STERLING, 1989; JOHNSTON et al. 2003).

Existem no mercado kits de IFD importados que utilizam anticorpos
monoclonais anti-C. parvum, marcados com isotiocianato de fluoresceina

(GRACZYK et al. 1996). No entanto, o valor de aquisicdo desses produtos



praticamente inviabiliza seu uso em rotina laboratorial (ALLES et al. 1995;
CARVALHO, 2009).

O objetivo deste estudo foi produzir um conjugado com anticorpos policlonais
anti-C. parvum e padronizar a IFD para deteccdo de oocistos de C. parvum em

amostras fecais de bezerros.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no uso de Animais da
Faculdade de Odontologia da UNESP — Campus de Aracatuba, em 10/10/2008, sob
0 protocolo 2008-006645.

Producao dos anticorpos policlonais anti-C. parvum

Os anticorpos policlonais anti-C. parvum foram produzidos em dois coelhos
adultos (A e B), ambos da raca Nova Zelandia, por meio de inoculacéo inicial, via
intradérmica, com solucdo contendo 3 x 10° oocistos de C. parvum e adjuvante
completo de Freund, na proporcéo de 1:1, seguindo-se inocula¢des intramusculares
com 2 x 10° oocistos e adjuvante incompleto de Freund, na proporcado de 1:1, ap6s
3, 6, e 8 semanas depois da primeira inoculagcéo (STIBBS; ONGERTH, 1986). Os
oocistos utilizados nas inoculagdes foram provenientes de uma amostra de fezes de
bovino, positiva para C. parvum, submetida a técnica de centrifugo-sedimentagéo
em agua e éter (MELONI; THOMPSON, 1996), purificacdo em solucao de cloreto de
césio (ARROWOOD; DONALDSON, 1996) e quantificagdo em camara de Neubauer.

Cinco dias apo0s a ultima inoculagdo, os coelhos foram anestesiados com
acepromazina e tiopental sddico, e as aliquotas sanguineas coletadas por puncéo
cardiaca. Os soros foram obtidos por meio de centrifugacdo das aliquotas
sanguineas a 1.500 rpm, por 5min a 4°C, sendo posteriormente armazenado a -20°C
(STIBBS; ONGERTH, 1986).

Para verificacdo do titulo de anticorpos anti-C. parvum, antes e apos a
inoculagdo dos oocistos, por meio do teste de ensaio imuno-enzimético indireto
(ELISA), duas aliquotas de 1mL de soro de cada coelho foram armazenadas, uma

no dia da primeira inoculacao e outra cinco dias apés a ultima inoculacéo.



ELISA indireto paratitulacdo de anticorpos de coelho anti-C. parvum

O antigeno utilizado no ELISA foi feito a partir de 23 x 10° oocistos de C.
parvum, purificados em cloreto de césio, diluidos em PBS pH 7.4 e sonicados em
banho de gelo, durante 10 ciclos de dez segundos, com intervalos de 20 segundos
de descanso entre um ciclo e outro. Apds a dosagem protéica com o kit BCA®
(Sigma, Saint Louis, EUA), o antigeno foi utilizado na concentracdo de 10ug/ml.

As amostras de soro dos coelhos, colhidas antes e apds inoculagbes de
oocistos, foram testadas na proporcéo de 1:1000 (soro/leite desnatado 5%).

O conjugado composto por IgG de cabra anti-lgG de coelho, ligada a
peroxidase - A6154® (Sigma, Saint Louis, EUA) e o substrato tetrametilbenzidina -
TMB® (Invitrogen, Carlsbad, USA) foram utilizados na proporcdo de 1:5.000
(conjugado e substrato/leite desnatado 5%).

A leitura da reacdo foi feita em um leitor de microplacas (Labsystems
Multiskan EX), com filtro de 450 nm.

Producéo do conjugado

Para producdo do conjugado foi utilizado o soro do coelho A. A fracéo
gamaglobulinica foi purificada por precipitacdo com sulfato de aménia 35% (solugéo
de sulfato de amonia a 70% diluida na propor¢ao de 1:1 com o soro do coelho) e
centrifugada a 7.000 g, durante 30min. O sedimento resultante foi diluido em 3mL de
PBS 0,01M, pH 7,2, colocado em membrana de dialise e submerso em tampéao Tris-
HCI 0,025M, pH 8,8, durante 18 horas, para retirada do excesso de sulfato de
amonio (HERBERT et al. 1973).

A fracdo IgG foi obtida por meio de cromatografia por troca ibnica em coluna
com gel de DEAE-celulose (CORTHIER et al. 1984) e a dosagem protéica da fracéo
gamaglobulinica e fracéo IgG realizadas por meio do kit BCA® (Sigma, Saint Louis,
EUA).

A reatividade da fracdo IgG anti-C. parvum foi testada por meio do ELISA
indireto, na propor¢cédo de 1:400 (IgG/leite desnatado 5%). ApGs a comprovacgao de
sua reatividade contra antigenos de C. parvum, a fracdo IgG foi conjugada com
isotiocianato de fluoresceina, por meio de diluicdo de 15mL da fracédo IgG do coelho
A em 3mL de tampdo carbonato bicarbonato 0,5M, pH 9,5. A esta solucdo

adicionou-se 1,46mg de isotiocianato de fluoresceina (0,02mg para cada mg de



proteina contida na amostra de IgG do coelho), com incubacé&o a 4°C, durante a
noite.
A purificacdo do anticorpo conjugado foi feita em coluna de gel de Sephadex
G25 (Sigma, Saint Louis, EUA), na proporcdo de 1cm de gel na coluna para cada
1mL de amostra do conjugado.
A solugéo contendo o conjugado foi aliguotada em tubos ambar de 2mL e

congelada a -20°C.

Reacédo de imunofluorescéncia direta

As laminas utilizadas na IFD foram previamente tratadas com polilisina
(Sigma, Saint Louis, EUA), diluida na proporcdo de 1:20, em agua deionizada
(ARROWOOD et al. 1991) e adicionados de 25uL de amostra de fezes purificada,
positiva para oocistos de C. parvum (conservada em 10% formalina tamponada, na
proporcdo de 1:3), deixando a gota da amostra secar totalmente em temperatura
ambiente. Posteriormente foram adicionados 25uL do conjugado anti-C. parvum, em
varias diluicbes (1:40, 1:80 e 1:100, em PBS 0,01M, pH 7,2 e 4'.6'-diamidino-2-
phenilindole (DAPI) (50uL de DAPI a 2mg/mL para 50mL de PBS 0,01M, pH 7,2),
incubando a lamina a 37°C, por 30min em camara Umida. Ao término da incubacéo
foi realizada uma lavagem com PBS 0,01M, pH 7,2, finalizando a montagem com
uma laminula sobre 25uL do tampao de montagem (glicerol 90% em PBS 0,01M, pH
7,2; p-phenylenediamine, 0,1mg/ ml) (PLATT; MICHAEL, 1983).

A leitura da reacdo foi feita em um microscopio Olympus BX-50, com
lampada de mercurio de 100 W, filtros U-MWU2 (DAPI) e U-MWU2-B (fluoresceina),

em aumento de 400x.

Determinacéo da especificidade da IFD

A confirmacdo do diagndéstico obtido pela IFD foi realizada utilizando-se
coloracdo com 4',6'-Diamidino-2-Phenilindole (DAPI) e microscopia com contraste
diferencial de fase (SMITH et al. 2002).

Foi pesquisada também a presenca de reatividade cruzada da IgG anti-C.
parvum com Escherichia coli, Eimeria sp., Candida sp. e com outras espécies de

Cryptosporidium (C. andersoni e C. serpentis).



RESULTADOS

O volume das amostras de soro sanguineo obtidas dos coelhos A e B foi
respectivamente de 36mL e 39mL. Nos resultados de concentracdo protéica e do
ELISA das fracbes de gamaglobulina e de IgG purificada em coluna de DEAE
celulose foi constatado que o coelho A teve maior producdo de anticorpos que o
coelho B (Tabela 1).

Tabela 1. Volume e concentracdo protéica de gamaglobulinas e de imunoglobulinas
G (IgG) do soro dos coelhos inoculados com oocistos de C. parvum.

Gamaglobulinas IgG
Coelhos  Vvolume Concentracao Volume  Concentracéo Protéica
(mL) Protéica (mg/mL) (mL) (mg/mL)
A 4,5 43,91 30 4,87
B 5,5 22,62 15 4,42

Na Tabela 2 estdo descritos os resultados do ELISA realizado nos soros dos
coelhos colhidos antes e apds a inoculagédo de oocistos de C. parvum e na fracdo
IgG purificada em coluna de DEAE celulose.

O volume total do conjugado produzido foi de 12mL, sendo utilizado na
diluicdo 1:80, j& que esta diluicdo possibilitou a obtencdo de melhores resultados
guanto a visualizacdo dos oocistos de C. parvum.

A fluorescéncia observada nos oocistos de C. parvum emanava
principalmente a partir das suas paredes (Figura 1). No teste de especificidade da
IFD, o conjugado n&o apresentou reatividade cruzada com E. coli, Eimeria sp. e
Candida sp. No entanto, houve reatividade cruzada com C. andersoni (Figura 2) e C.

serpentis (Figura 3).



Tabela 2. Resultados da reacdo imunoenziméatica (ELISA) realizada nas amostras
de soros dos coelhos, antes e apos a inoculacdo de oocistos de C. parvum, e nas

fracOes de imunoglobulinas G (IgG) obtidas dos dois coelhos.

Absorbéancia (450 nm)

Soro
Coelhos B
Antes da Depois da Fracao de IgG
inoculacéo inoculacao
A 0.270 2.444 0.877
B 0.262 1.655 0.730

Figura 1. Oocistos de C. parvum. A: imunofluorescéncia direta (barra: 20 um). B:
mesmo campo de microscopia em A, coloracdo com DAPI (barra: 20 um). C, D e E:
mesmo campo de microscopia, respectivamente, imunofluorescéncia direta,

coloracdo com DAPI e contraste diferencial de fase (barra: 10 um).



Figura 2. Oocistos de C. andersoni. A: imunofluorescénia direta. B: Contraste
diferencial de fase. C: imunofluorescéncia direta, mesmo campo de microscopia em
B (barra: 10 pm).



Figura 3. Oocistos de C. serpentis. A: imunofluorescénia direta. B: Contraste
diferencial de fase C: Imunofluorescéncia direta, mesmo campo de microscopia em B

(barra: 10 ym).

DISCUSSAO

O volume da fracdo IgG do coelho A foi maior que a do coelho B, isto pelo
fato do pico de eliminacdo de IgG no processo de purificacdo da fracdo
gamaglobulinica do coelho A ter sido maior que o pico de eliminacdo de IgG da

fracdo gamaglobulinica do coelho B, aumentando o tempo do procedimento e



resultando em maior diluicdo da amostra em tampéao Tris HCL 0,025M pH 8,8, em
decorréncia da maior concentracao protéica da fragdo gamaglobulinica do coelho A.

As inoculagdes pelas vias intradérmica e intramuscular com solucdo de
oocistos integros de C. parvum foram realizadas com o intuito de promover a
producdo de anticorpos contra antigenos existentes na parede dos oocistos. Esta
ligacdo pode ser comprovada na realizacdo da IFD, quando foi observado que a
fluorescéncia dos oocistos emanava a partir das suas paredes, ndo sendo testada
neste estudo a afinidade dos anticorpos anti-C. parvum por estruturas internas dos
00cCistos.

O conjugado foi utilizado na diluicdo de 1:80 (em PBS pH 7,4), com bons
niveis de fluorescéncia dos oocistos, ocorrendo diminuicdo de fluorescéncia apenas
na diluicdo 1:100. Stibbs e Ongerth (1986), ao padronizar o ensaio de
imunofluorescéncia indireta (IFl), para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium sp.
em amostras fecais de macacos e humanos, obtiveram melhores resultados quanto
a fluorescéncia dos oocistos nas diluicbes do conjugado de 1:20, 1:40 e 1:60 (em
PBS pH 7,6), diminuindo consideravelmente na diluigdo 1:80.

O conjugado na diluicdo 1:80 possibilitou, com um volume de apenas 1L, a
realizacdo da IFD, em duplicata, em 1,6 amostras de fezes de bezerros. Ou seja,
com 12mL de conjugado anti-C. parvum, produzidos a partir de 15mL de amostra da
fracdo 1gG do coelho A, poderdo ser realizadas analises, em duplicata, de 19.200
amostras, o que diminui consideravelmente o custo deste procedimento em
comparacao ao custo de utilizacdo de kits comerciais.

A auséncia de reatividade cruzada dos anticorpos policlonais utilizados neste
estudo, com outros agentes etiolégicos, corrobora os resultados obtidos por Graczyk
et al. (1996) que, ao verificar a especificidade do anticorpo monoclonal utilizado no
kit de IFD Merifluor Cryptosporidium/Giardia® (Meridian Diagnostics, Cincinnati,
EUA), para deteccdo de Cryptosporidium, ndo constataram reatividade cruzada com
amostras contendo ovos de oito espécies de helmintos, de trés espécies de Eimeria,
esporocistos de Sarcocystis cruzi e dois isolados de Candida sp. Esses mesmos
autores também testaram a presenca de reatividade cruzada com outras espécies
de Cryptosporidium (C. serpentis, C. meleagridis, C. wrairi, C. muris e C. muris-like),
verificando reatividade cruzada com todas as espécies testadas, dados também
semelhantes ao presente estudo, onde o conjugado apresentou reatividade cruzada

com C. serpentis e C. andersoni.



Stibbs e Ongerth (1986) ndo observaram ligacao inespecifica dos anticorpos
policlonais anti-Cryptosporidium sp., quando testados contra Candida albicans,
Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Giardia sp., Entamoeba sp. e Blastocystis
hominis. No entanto, ocorreu ligacdo inespecifica dos anticorpos anti-
Cryptosporidium com oocistos de Eimeria sp. e Caryospora, 0 que ndo ocorreu com

nenhum dos agentes etiolégicos testados no presente estudo.

CONCLUSOES

A producgéo do conjugado anti-C. parvum contendo anticorpos produzidos em
coelho foi bem sucedida, sendo possivel a padronizacdo da IFD para detecgédo de
oocistos de C. parvum em fezes.

N&o foi observada reatividade cruzada entre o conjugado produzido com
Escherichia coli, Eimeria sp. e Candida sp.

O conjugado anti-C. parvum apresentou reatividade cruzada com C.
andersoni e C. serpentis, o que possibilita sua utilizacdo para deteccdo de oocistos

de outras espécies de Cryptosporidium em amostras fecais.
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CAPITULO 3 - DIAGNOSTICO DE CRIPTOSPORIDIOSE EM AMOSTRAS FECAIS
DE BEZERROS POR IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA E MICROSCOPIA DE
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RESUMO - O presente estudo teve como objetivo comparar as técnicas de
Imunofluorescéncia direta (IFD) e a microscopia com contraste de fase em solucéo
de Sheather (MCF), para deteccdo de oocistos de Crytosporidium em amostras
fecais de bezerros. A comparacao entre o limiar de deteccdo da IFD e a MCF foi
realizada utilizando cinco aliquotas de uma amostra fecal de bezerro,
comprovadamente negativa para Cryptosporidium spp., adicionadas com diferentes
guantidades de oocistos de Cryptosporidium parvum e, posteriormente, submetidas
as duas técnicas de diagnéstico. Foi também realizada a comparacdo entre a
positividade obtida pela IFD e MCF em 300 amostras fecais de bezerros. Em todas
as amostras positivas foi realizada uma analise semi-quantitativa do nimero de
oocistos observados por campo de microscopia. A IFD e a MCF apresentaram,
respectivamente, limiar de deteccdo de 10* e 10° oocistos em 3 g fezes. Entre as
300 amostras, 19,67% (59/300) foram positivas pela IFD, com diferenca
estatisticamente significante (p=0.0098) quando comparada com a positividade
obtida pela MCF, que foi de 11,67% (35/300), comprovando que a IFD foi mais
eficiente que a MCF para detec¢do de oocistos de Cryptosporidium em amostras
fecais de bezerros.

Palavras chave: anticorpo, bezerros, criptosporidiose, diagnostico.

ABSTRACT - This study aimed to compare the direct immunofluorescence
assay (DIF) and the phase contrast microscopy in Sheather solution (PCM) for
detection of Cryptosporidium oocysts in fecal samples of calves. The comparison
between the threshold of detection of DIF and PCM was performed using five

aliquots of a fecal sample of a calf negative for Cryptosporidium spp. oocysts, spiked



with different amounts of C. parvum oocysts and subsequently submitted to both
diagnostic methods. Another analysis was accomplished to compare the positivity
obtained by DIF and PCM in 300 fecal samples from calves. A semi-quantitative
analysis of the number of oocysts per field of microscopy was accomplished in all
positive samples. The DIF and MCF showed respectively, detection threshold of 10*
and 10° oocysts in 3 g of fecal sample. Among the 300 samples analyzed, 19.67%
(59/300) were positive by DIF, result that was statistically significant (p = 0.0098)
when compared with the positivity obtained by the PCM, which was 11.67 %
(35/300), indicating that the DIF was more effective than PCM in the detection of
Cryptosporidium in fecal samples of calves.

Keywords: antibodies, calves, cryptosporidiosis, diagnosis.

INTRODUCAO

Parasitos do género Cryptosporidium sdo coccidios reconhecidos como
importantes patdogenos causadores de diarréia em vertebrados, incluindo bovinos e o
homem (FAYER et al. 2000). Em bovinos, os bezerros neonatos s&o mais
suscetiveis a infeccao clinica, sendo os animais adultos acometidos por infeccfes de
natureza assintomatica ou associadas a sintomas clinicos de pouca gravidade
(O'DONOGHUE, 1995). Os bovinos pode ainda atuar como reservatérios de
Cryptosporidium parvum, espécie que apresenta potencial zoonético (FAYER et al.
2000).

Em pesquisas realizadas no Brasil, utilizando amostras fecais de bovinos de
até 90 dias de idade, foi constatada ocorréncia de Cryptosporidium sp. de 0,6 a
72,13% (GARCIA; LIMA, 1994; SOUZA; LOPES, 1995; FEITOSA et al. 2004;
CARDOSO et al. 2008), em muitos casos com presenca de diarréia, associada ou
ndo a outros agentes etiolégicos (SOUZA; LOPES, 1995; LANGONI et al. 2004;
OLIVEIRA-FILHO et al. 2007; CARDOSO et al. 2008; FEITOSA et al. 2008).

Inameros métodos foram desenvolvidos para diagnéstico de criptosporidiose,
sendo as técnicas que envolvem a deteccdo direta do parasito por observacao
microscépica as mais comumente utilizadas na rotina laboratorial (JEX et al. 2008).
No entanto, essas técnicas podem apresentar resultados falso-positivos
(CASEMORE, 1991), baixa sensibilidade (ARROWOOD; STERLING, 1989;
CASEMORE, 1991), além de promoverem alteracbes na morfologia e morfometria
dos oocistos (MEIRELES; FIGUEIREDO, 1992).



O objetivo deste experimento foi comparar a técnica de imunofluorescéncia
direta (IFD), realizada com conjugado contendo anticorpos policlonais anti-C.
parvum, e a microscopia com contraste de fase em solucédo de Sheather (MCF) para
deteccdo de oocistos de Cryptosporidium sp. em amostras fecais de bezerros com

faixa etaria entre uma semana e quatro meses de idade.
MATERIAL E METODOS

O limiar de deteccédo da IFD e da MCF foi determinado a partir de uma
amostra fecal ndo diarréica de um bezerro com quatro meses de idade,
comprovadamente negativa para Cryptosporidium sp., por meio de MCF e da
reacao em cadeia da polimerase (nested PCR) para amplificacdo de fragmentos da
subunidade 18S do RNA ribossémico (XIAO et al. 2000). Foram preparadas cinco
aliquotas de 3 g, adicionadas de 10?, 10° 10% 10° e 10° oocistos de C. parvum e
posteriormente submetidas a centrifugo-sedimentacdo em &agua éter (MELONI;
THOMPSON, 1996). A partir de cada aliquota foram feitas dez laminas: cinco para
exame por IFD e cinco para MCF. Em cada lamina foram visualizados 80 campos de
microscopia (aumento de 400x), totalizando 400 campos por aliquota.

Também foi realizada a comparacdo da positividade para oocistos de
Cryptosporidium spp., obtida pela IFD e MCF, em 300 amostras fecais de bezerros,
com faixa etaria de 1 semana a 4 meses de idade, provindas de 37 propriedades
leiteiras dos municipios de Aracatuba, Pereira Barreto e Suzanapolis, regido
noroeste do estado de S&o Paulo, submetidas a centrifugo-sedimentacdo em
agua/éter e divididas em duas aliquotas, uma diluida em formol tamponado 10%
(proporcéo de 1:3), para ser utilizada na IFD, e a outra em bicromato de potassio 5%
(proporcéo de 1:3), utilizada na MCF, ambas armazenadas a 4°C, até o momento da
andlise.

As laminas utilizadas para IFD foram previamente tratadas com polilisina
(Sigma, Saint Louis, EUA), diluida na proporcdo de 1:20, em agua deionizada
(ARROWOOD et al. 1991). Sobre a lamina foram adicionados 25uL da amostra
diluida em formol, deixando secar totalmente em temperatura ambiente. Apés, foram
adicionados 25uL do conjugado composto por IgG policlonal de coelho anti-C.
parvum (produzido no laboratorio de Ornitopatologia da UNESP, campus de
Aracatuba, SP) diluido na proporc¢éo de 1:80 em PBS 0,01M, pH 7,2 e 4,6-diamidino-
2-phenilindole - DAPI (Sigma, Saint Louis, EUA), (50uL de DAPI a 2mg/mL para



50mL de PBS 0,01M, pH 7,2), com incubacédo da lamina a 37°C, por 30min, em
camara Umida. Ao término da incubacdo, foi realizada uma lavagem com PBS
0,01M, pH 7,2, finalizando a montagem com uma laminula sobre 25uL do tampé&o de
montagem (glicerol 90% em PBS 0,01M, pH 7,2; p-phenylenediamine a 0,1mg/ml
(Sigma, Saint Louis, EUA). A leitura da reacao foi feita em um microscépio Olympus
BX-50, com lampada de mercurio de 100 W, filtros U-MWU2 (DAPI) e U-MWU2-B
(fluoresceina), em aumento de 400x.

Para preparacao das laminas utilizadas na MCF os sedimentos fecais foram
lavados por centrifugacdo com agua deionizada, para retirada do bicromato de
potassio, e posteriormente diluidos em agua deionizada, na proporcao de 1:3. Sobre
a lamina foram adicionados 25uL da amostra e 25uL de solugdo de Sheather,
homogeneizando e finalizando a montagem com uma laminula. A leitura da reacao
foi realizada em um microscopio Olympus BX-50, com objetiva de contraste de fase,
em aumento de 400x.

Ambas as reacbes (IFD e MCF) foram realizadas em duplicata, com
observacdo de 400 campos de microscopia por lamina, sendo que a positividade das
amostras fecais foi confirmada por observacdo em microscopia com contraste
diferencial de fase ou com visualizacdo apds coloracdo com DAPI (SMITH et al.
2002). Em todas as amostras positivas na IFD e MCF foram realizadas analises
semi-quantitativas do numero de oocistos observados por campo de microscopia,
segundo protocolo descrito por Féres et al. (2009), com algumas modifica¢des:
escore 1: 1 a 10 oocistos por lamina; escore 2: 1 a 5 oocistos por campo; escore 3: 5
a 20 oocistos por campo e escore 4: acima de 21 oocistos por campo (aumento de
400x).

Para identificacdo das espécies de Cryptosporidium presentes nas amostras
fecais dos bezerros naturalmente infectados, todas as amostras positivas pela
microscopia foram submetidas a extracdo de DNA (MEIRELES et al. 2007) para
realizacdo da reacdo em cadeia de polimerase tipo nested (nPCR), na qual foram
utilizados primers especificos para a sequéncia da subunidade 18S do gene do
RNA ribossémico (XIAO et al. 2000) e sequenciamento dos fragmentos amplificados.
Em todas as reac¢des utilizou-se agua ultrapura, como controle negativo, e DNA de
Cryptosporidium galli, como controle positivo.

Foi calculado o intervalo de confianca do niumero de oocistos de C. parvum
encontrados nas laminas de IFD e MCF, preparadas a partir das cinco aliquotas

adicionadas de oocistos. Para determinacdo da significancia estatistica dos



resultados de positividade e numero de oocistos observados nas diferentes
aliguotas, quando submetidas as duas técnicas de diagndstico, foram utilizados,
respectivamente, teste exato de Fisher e teste t de student. O teste de Qui-
Quadrado (x?) foi aplicado para verificar a significancia estatistica entre a
positividade obtida pela IFD e MCF em amostras fecais de bezerros naturalmente

infectados.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A MCF é pouco utilizada para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium em
amostras fecais, apesar de ser considerado um método rapido e eficiente e nédo
promover alteragdes na morfologia e morfometria dos oocistos, que podem
observadas em técnicas de coloracdo (WILSON; ACRES, 1982; MEIRELES;
FIGUEIREDO, 1992), que apresentam ainda as desvantagens de baixa
sensibilidade e de eventuais resultados falso-positivos (CASEMORE, 1991; WEBER
et al. 1991). Devido a essas caracteristicas, foi realizada sua comparacdo com a
IFD, que apresenta melhor sensibilidade e especificidade que as técnicas
convencionais de visualizagdo microscopica de oocistos (STIBBS; ONGERTH, 1986;
ARROWOOD; STERLING, 1989; WEBER et al. 1991; ALLES et al. 1995).

A MCF apresentou pior limiar de deteccdo e menor positividade que a IFD,
respectivamente em aliquotas fecais inoculadas com oocistos de C. parvum e em
amostras de bezerros naturalmente infectados. Com utilizagéo da IFD e MCF foi
possivel obter positividade, respectivamente, em 40% (2/5) das laminas contendo
10* e em 20% (1/5) das laminas contendo 10° oocistos de C. parvum, em 3 g de
fezes. Os valores de porcentagem de laminas positivas, o nimero de oocistos
encontrados e o intervalo de confianca, obtidos pela IFD e a MCF nas aliquotas
fecais inoculadas com oocistos de C. parvum, estao descritos na Tabela 1.

As técnicas mais utilizadas para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium em
amostras fecais sdo as de Kinyoun e Ziehl Neelsen modificada, porém apresentam
baixa sensibilidade, conforme demonstrado por Weber et al. (1991), que relataram
100% de deteccdo de oocistos de C. parvum na presenca de 5 x 10° e 5 x 10*
oocistos por grama de fezes humanas ndo diarréicas, respectivamente com a
utilizacdo da técnica de Kinyoun e pela imunofluorescéncia indireta. Na presente
pesquisa, a MCF e a IFD apresentaram 100% de deteccdo em amostras contendo

respectivamente 10° e 10° oocistos presentes em trés gramas de fezes n&o



diarréicas, ou seja, 3,3 x 10> e 3,3 x 10" oocistos por grama de fezes,

respectivamente para MCF e IFD (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de positividade e média e total de oocistos observados e
intervalo de confianga calculado para as cinco repeticbes de cada aliquota de
amostras fecais adicionadas de oocistos, em l|aminas examinadas por

imunofluorescéncia direta (IFD) e microscopia em contraste de fase (MCF).

Técnica de diagnostico

\© de IFD MCF
. Média Média
00CIStos  pygitividade Total de Positividade Total de
de IC de
% ) oocistos % ) oocistos
oocistos oocistos
*10° 100 (5/5) 36,8 184 3,44 100 (5/5) 7,2 36 1,03
*10° 100 (5/5) 6,4 32 1,41 20 (1/5) 0,2 1 0,54
*10* 40 (2/5) 0,4 2 0,68 0 (0/5) 0 0 -
10° 0 (0/5) 0 0 - 0 (0/5) 0 0 -
10° 0 (0/5) 0 0 - 0 (0/5) 0 0 -

* Apresenta diferenca estatisticamente significante entre o nimero de oocistos encontrados na IFD e
na MCF (p<0.0001), pelo teste t, e entre a positividade obtida na IFD e na MCF (p<0,05), pelo teste de
Fisher. IC: Intervalo de Confianca com nivel de significancia de 95%.

Na Tabela 2 esta relacionado o resultado da pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium, utilizando a IFD e MCF, em amostras de fezes de bezerros
naturalmente infectados. Foi observado que em 59,32% (35/59) houve positividade
nas duas técnicas (MCF e IFD), sendo que 40,68% (24/59) das amostras foram
positivas apenas pela IFD, o que demonstra que a imunofluorescéncia de fato
apresenta maior sensibilidade que técnicas ndo imunoldgicas de visualizacédo
microscopica (ALLES et al. 1995; JOHNSTON et al. 2003).

Por meio da nPCR e sequenciamento dos fragmentos amplificados foi
constatada a presenca de Cryptosporidium andersoni em 11,87% (7/59) e de C.
parvum em 88,13% (52/59) das amostras positivas. Diversos autores também
relataram que C. parvum € a espécie mais frequentemente encontrada em bezerros
nos primeiros meses de vida (GEURDEN et al. 2006; COKLIN et al. 2009;
KESHAVARZ et al. 2009).

As amostras que continham oocistos de C. andersoni foram positivas somente

pela IFD, o que sugere que a visualizagdo de oocistos de C. andersoni em solugéo



de Sheather € menos eficiente para diagndstico desta espécie do que para o

diagndstico de C. parvum, conforme demonstrado por Kvac et al. (2003).

Tabela 2. Pesquisa de Cryptosporidium sp. em amostras de fezes de bezerros
naturalmente infectados utilizando as técnicas de Imunofluorescéncia direta (IFD) e

microscopia em contraste de fase (MCF).

Técnicas de diagndstico Amostras positivas (%) Amostras negativas (%)

IFD 19,67 (59/300)a 80,33 (241/300)a

MCF 11,67 (35/300)b 88,33 (265/300)b

Valores na mesma coluna com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significativa

entre si (p<0.05).

Os resultados da andlise semi-quantitativa dos oocistos de C. parvum,
presentes nas laminas simultaneamente positivas na MCF e IFD, estéo relacionados
na Tabela 3.

Tabela 3. Andlise semi-quantitativa* de oocistos de C. parvum presentes nas 35
amostras simultaneamente positivas pela microscopia com contraste de fase em

solugcéao de Sheather (MCF) e imunofluorescéncia direta (IFD).

MCF
escore 1 escore 2 escore 3 escore 4 Total

escore 1
8,57 (3)** - - 2,86 (1) 11,43 (4)
IED escore 2 11,43 (4) 11,43 (4) - - 22,86 (8)
escore 3 8,57 (3) 20 (7) 2,86 (1) - 31,43 (11)
escore 4 - 17,14 (6) 11,43 (4) 5,71 (2) 34,28 (12)
Total 28,57 (10) 48,57 (17) 14,29 (5) 8,57 (3) 100 (35)

* Escore 1: 1 a 10 oocistos por lamina; escore 2: 1 a 5 oocistos por campo em aumento de 400x;
escore 3: 5 a 20 oocistos por campo em aumento de 400x e escore 4: acima de 21 oocistos por
campo em aumento de 400x.

** 0% (nNUmero de amostras positivas).



Na comparacéo dos escores de oocistos, observou-se que a IFD possibilitou
a deteccdo de um maior nimero de oocistos por campo que a MCF. A analise semi-
guantitativa dos oocistos de C. andersoni e C. parvum, presentes nas laminas que

foram positivas somente pela IFD, esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4. Analise semi-quantitativa* de oocistos de C. parvum e C. andersoni

presentes nas 24 amostras positivas somente pela imunofluorescéncia direta (IFD).

IFD
Espécies
escore 1 escore 2 escore 3 escore 4 Total
C. andersoni 8.57 (4/7)** - 28.57 (2/7) 14.28 (1/7) 100 (7/7)
C. parvum 88.23 (15/17) 5.88 (1/17) 5.88 (1/17) - 100 (17/17)
Total 79.16 (19/24) 4.17 (1/24) 12.50 (3/24) 4.17 (1/24) 100 (24/24)

* Escore 1: 1 a 10 oocistos por lamina; escore 2: 1 a 5 oocistos por campo em aumento de 400x;
escore 3: 5 a 20 oocistos por campo em aumento de 400x e escore 4: acima de 21 oocistos por
campo em objetiva de 400x.

** 06 (nUmero de amostras positivas/nimero amostras positivas para C. andersoni ou C. parvum).

Nas amostras de bezerros naturalmente infectados foi obtida, pela MCF,
maior positividade naquelas que continham maiores escores de oocistos (Tabela 3),
fato que ndo se repetiu nas laminas com menores escores, nas quais a IFD

apresentou maior positividade (Tabelas 3 e 4).

CONCLUSOES

A IFD apresentou melhor limiar de deteccdo que a MCF, tanto em amostras
inoculadas com oocistos como em amostras de bezerros naturalmente infectados.

A MCF pode ser utilizada para diagnéstico de criptosporidiose em amostras
com grande quantidade de oocistos, por ser de baixo custo, rapida e de facil
visualizacdo do parasito. No entanto, em amostras com pequena quantidade de

oocistos € recomendada a utilizagcdo da IFD, por apresentar melhor limiar de

deteccao, evitando assim, a ocorréncia de diagnoéstico falso-negativo.
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