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VALIDACAO DIAGNOSTICA PARA A DETECCAO DE Cryptosporidium spp. EM
BOVINOS

RESUMO - A criptosporidiose, tanto humana como animal, tem distribuicao
cosmopolita. Esse parasito ocasiona diarreia em bezerros, retardo no crescimento,
mortalidade e consequentes perdas econdémicas. NOs realizamos a viabilizagéo,
desenvolvimento, avaliacdo e validacdo intralaboratorial de uma nova técnica
parasitologica para a analise em microscopia optica de oocistos de Cryptosporidium
spp., denominada de TF-Test Coccidia, em amostras fecais de bezerros do
municipio de Aracatuba, Sdo Paulo. Para o desenvolvimento deste estudo e
confirmacéo da nova técnica diagnostica TF-Test Coccidia foram empregadas duas
metodologias: centrifugo-sedimentacdo seguida da coloracdo negativa de verde
malaquita (CSN-Malaquita) e Nested-PCR. Amostras positivas e negativas de
bezerros foram utilizadas para a confeccdo e validacdo do TF-Test Coccidia.
Portanto, podemos concluir a eficacia da técnica parasitolégica de TF-Test Coccidia,
na deteccdo de oocistos do parasito Cryptosporidium spp. e observamos boa
concentracdo e morfologia das estruturas de eliminacdo do mencionado parasito,

com baixa quantidade de impureza em esfregago fecal.

Palavras-chave: parasitos, coccidioides, diagndstico



DIAGNOSTIC VALIDATION FOR DETECTION OF Cryptosporidium spp. IN
CATTLE

SUMMARY - Cryptosporidiosis, both human and animal, has a worldwide
distribution. This parasite causes diarrhea in calves, growth retardation, mortality and
consequent economic losses. We performed the feasibility, development, evaluation
and within-laboratory validation of a new parasitological technique by optical
microscopy analysis of Cryptosporidium spp., Called TF-Test Coccidia in fecal
samples of calves in the city of Aracatuba, S&o Paulo. To develop this study and
confirmation of the new diagnostic technique TF-Test Coccidia were employed two
methodologies: the centrifugal sedimentation followed by negative staining of
malachite green (CSN-Malachite) and nested PCR. Positive and negative samples
from calves were used for the preparation and validation of TF-Test Coccidia.
Therefore, we conclude the effectiveness of parasitological technique TF-Test
Coccidia, on the oocysts detection of the parasite Cryptosporidium spp. and observe
good concentration and morphology of eliminated parasitic structures mentioned,

with low amount of impurity in fecal smear.

Keywords: parasites, coccidioides, diagnostic
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Os protozoarios e helmintos sdo considerados como um extenso grupo
representativo de parasitos intestinais em humanos (HARHAY et al.,, 2010). As
doencas infecciosas e parasitarias estdo entre as principais causas de o6bito no
mundo com cerca de dois a trés milhdes de mortes anualmente (VASCONCELOS et
al., 2011).

O Brasil, um pais tropical e em desenvolvimento, o apresenta condi¢des
favoraveis para os parasitos do trato intestinal, que representa um dos principais
problemas de saude publica ha mais de um século (BARRETO et al., 2010; MUNIZ-
JUNQUEIRA; QUEIROZ, 2002). A presenca deste parasito no organismo implica em
grande dano ao individuo, como lesdes na mucosa intestinal, diarreia e ma absorcao
dos nutrientes (AJJAMPUR et al., 2011; ARONSON, 2011).

Grande parte das complicagcbes geradas pela ocorréncia de parasitos
poderiam ser sanadas com a utilizacdo dos médotos coproparasitoldgicos, se esses
ndo fossem negligenciados. Assim, é de fundamental importancia que o exame
diagnostico seja realizado (SANTOS et al., 2006).

Os ovos e larvas de helmintos e trofozoitos, cistos, oocistos e esporos de
protozoarios sao frequentemente diagnosticados por meio de exames de fezes, com
0 uso de técnicas convencionais ou kits comerciais, apresentando varios métodos de
concentracéo com eliminacdo dos detritos fecais (GOMES et al., 2004, 2008).

Para a melhora do diagnéstico destas enfermidades a Universidade de
Campinas (Unicamp) e a Universidade de Sao Paulo (Usp) juntamente com a
Immunoassay®, empresa de material hospitalar e laboratorial, confeccionaram em
2004 uma nova tecnologia para a identificacéo de parasitoses intestinais no homem,
chamado de TF-Test® (Three Fecal Test, sigla em inglés) que vem sendo distribuido
em varios hospitais e laboratérios de analises clinicas, entre os quais o Hospital
Albert Einstein, o Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo (USP) e a
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) (FAPESP, 2008a; GOMES et al., 2008).

Este projeto contou com o apoio da Fapesp pelo programa Pesquisa Inovativa
na Pequena e Micro-Empresa (Pipe), sendo articulado pela Agéncia de Inovagéo
Inova Unicamp (FAPESP, 2008a).

Este teste, além de ser pratico e rapido tem mostrado alta eficiéncia no

diagnéstico das enteroparasitoses, principalmente devido a colheita de amostras
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fecais em trés dias alternados, que sdo processadas de uma Uunica vez,
aumentando, assim, a concentracdo de parasitos e melhorando a eliminacdo de
detritos fecais por meio da centrifugo sedimentacdo (GOMES et al., 2004).

O TF-Test® é composto por um kit-usuario e um kit para laboratério,
possuindo alta sensibilidade diagndstica (FAPESP, 2008b). Sendo o primeiro a ser
fabricado e utilizado, também conhecido como TF-Test Conventional. Com o passar
dos anos, houve a necessidade de aprimoramento desta técnica, e em 2010, a
UNICAMP, validou uma nova técnica, chamada de TF-Test Modified (CARVALHO et
al., 2015). Esta nova técnica tem como caracteristica centrifugo-sedimentacao,
flutuacéo espontanea e sedimentacdo espontanea (CARVALHO et al., 2015).

Estudos ja foram realizados em amostras fecais de humanos pelo TF-Test
Conventional (GOMES et al., 2004; CARVALHO et al.,, 2012) e com o TF-Test
Modified (CARVALHO et al., 2015), como também na medicina veterinaria em ovinos
(LUMINA et al., 2006) e caninos (COELHO et al., 2013, 2015).

TECNICA TF-TEST MODIFIED

A inovadora técnica parasitolégica de TF-Test Modified é constituida por um
kit que apresenta trés tubos coletores-usuario, apresentando conservante de
solucédo de formalina tamponada [Fig. 1: (A)], um tubo de centrifugagéo [Fig. 1: (B)] e
um conjunto de filtros contendo duas telas metalicas [Fig. 1: (B)], denominados,
quando unificados, de Conjunto Processador TF-Test. Cada tubo coletor-usuario
contém, acoplado a sua tampa, [Fig. 1: (A)] uma colher, ou péa coletora [Fig. 1: (A)]
para acomodar cerca de 1,8 gramas de fezes.

Externamente, o tubo coletor-usuario possui graduacdes que vao de 1 a 10
mL. O tubo de centrifugacdo € acoplado a uma peca intermediaria, denominada
conjunto de filtros [Fig. 1: (B)], que apresenta trés orificios na extremidade oposta,
aos quais sao introduzidos os tubos coletores-usuario no processamento laboratorial
de centrifugacdo. O Conjunto Processador € centrifugado a uma rotacdo de 1.500
rom (500 g - a depender da dimensdo do rotor da centrifuga), por dois minutos,
utilizando cacapas universais de 100 mL. Encaixadas internamente ao conjunto de
filtros existem duas telas metélicas para filtracdo, as quais apresentam orificios com

400 e 200 micrometros [Fig. 1: (B)]. O protocolo operacional desta técnica encontra-



se disponivel no site do Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(www.inpi.gov.br), sob a concesséao de patente PI-0104372-2.

Tubos coletores (1)

Pa coletora (2)

Solucdo Formalina Tamponada (3) \
Embalagem plastica (4)

(A)

Telas metalicas para
filtracao (1)

Orificios para encaixe
dos tubos coletores (2)

(B)
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Figura 1- (A). Tubos coletores (1) envasados com solu¢cdo de formalina
tamponada (2), pa coletora (3) e embalagem plastica (4) TF-Test (Kit paciente); (B).

Conjunto de filtros (1), telas métalicas para filtracdo (2).
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Cryptosporidium spp.

Em 1907, Tyzzer descreveu pela primeira vez o género Cryptosporidium, em
camundongos. Este protozoério foi registrado posteriormente em uma crianga de
trés anos de idade, com enterocolite aguda, e a seguir em um homem de 39 anos,
imunodeprimido e com sintomas intestinais intensos (JIRKU et al., 2008; MEISEL et
al., 1976; NIME et al., 1976).

Mais recentemente, o parasito Cryptosporidium spp. foi incluido na Iniciativa
das Doencas Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (em inglés, World
Health Organization Neglected Diseases Initiative) pela relacdo com a populacdo de
baixa renda, as precarias condicfes de saneamento basico e a qualidade da agua
consumida (SAVIOLI et al., 2006).

Quanto a classificagdo sistematica, este coccidio da luz intestinal, infecta
varios hospedeiros, desde mamiferos até peixes, répteis e aves, e foi classificado
como pertencente ao Filo Apicomplexa, por meio de estudos moleculares com
utilizacdo do gene 18S do RNA (acido desoxirribonucleico). Vale ressaltar que o
género Cryptosporidium spp. ja foi considerado filogeneticamente mais proximo
da subclasse Gregarinia (CARRENO et al., 1999).

Atualmente sdo reconhecidas 27 espécies de Cryptosporidium (RYAN et al.,
2014, 2015). Destas, 10 causam infec¢cdes em humanos; no entanto, 61 gendtipos
foram relatados de acordo com a caracterizacdo genética e espécie hospedeira
(FAYER, 2010; PLUTZER; KARANIS, 2009; ROBINSON et al., 2010).
Aproximadamente 20 espécies tém sido descritas em humanos (RYAN et al., 2014;
XIAO, 2010).

Os oocistos (estruturas de eliminacdo) de Cryptosporidium spp. sdo altamente
resistente aos desinfetantes comuns e ao cloro utilizado para tratamento de agua,
assim, eles podem sobreviver por um longo periodo no meio ambiente (XIAO;
RYAN, 2004).

Com relacdo a condicdo imunitaria, em animais imunocompetentes, a
infeccdo assume carater autolimitante e a detecgcéo deste parasito € mais frequente
em animais jovens. Em adultos, o estresse pode induzir queda na resisténcia,
acarretando no hospedeiro a infeccdo subclinica crénica (THOMPSON et al., 2008).
A gravidade e a duracdo da infeccdo dependem exclusivamente do sistema

imunitario do hospedeiro, seja humano ou animal. Em individuos imunocompetentes
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a doenca pode ser leve, moderada ou grave, ja em imunodeficientes pode ser
cronica e até fatal (FAYER, 2008).

A transmissdo antropondética e zoondtica da criptosporidiose ocorre pela rota
fecal-oral, onde as fezes representam a via de eliminacdo do agente e a boca do
hospedeiro sua porta de entrada. Os oocistos de Cryptosporidium podem ser
encontrados frequentemente na 4gua e em alimentos (THOMPSON et al., 2008).

A constatacdo deste protozoario em vegetais crus ou pobremente cozidos,
frutos do mar, como ostras e mariscos, leite ndo pasteurizado, cidra e agua mineral
tem sido relatada em varios paises, podendo ocorrer a contaminacao dos alimentos
durante sua producédo, colheita, transporte e processamento (SMITH; NICHOLS,
2010).

Uma infeccdo macica em humanos por Cryptosporidium ocorreu na cidade de
Milwaukee em 1993, onde o0s oocistos foram disseminados pela rede de
abastecimento publico, provocou diarreia aquosa em 403.000 individuos (MAC
KENZIE et al., 1994). Historicamente, surtos de criptosporidiose por veiculacéo
hidrica foram associados, em grande parte, ao acesso de seres humanos a
reservatérios de agua como piscinas, lagos de recreacdo e parques aquaticos
(SMITH; NICHOLS, 2010).

Cryptosporidium spp. ocasiona diarreia em bezerros (VARGAS JUNIOR et
al.,, 2014), com retardo no crescimento, mortalidade e consequentes perdas
econdmicas (OLSON et al., 2004; SANTIN et al., 2008). As espécies mais
comumente encontradas em bovinos sdo C. parvum, C. bovis, Cryptosporidium
ryanae e C. andersoni (FAYER, 2008; FENG et al., 2007; SANTIN et al., 2008;
XIAO, 2010). C. parvum é considerado o agente causador de diarreia neonatal em
ruminantes (O’HANDLEY; OLSON, 2006), e da infeccdo humana (XIAO; FENG,
2008), sendo importantes agentes zoonaéticos (KHAN et al., 2010).

As manifestacdes clinicas também podem variar conforme a idade e o estado
nutricional do hospedeiro (CURRENT; GARCIA, 1991; WARREN; GUERRANT,
2008). Como exemplo, hospedeiros imunocompetentes podem apresentar quadros
inconstantes, tais como: de assintomaticos até diarreia aguda ou persistente; fadiga;
nausea; anorexia; vomito; dor abdominal; e perda de peso (WARREN; GUERRANT,
2008).

Atualmente sdo utilizados o0s seguintes métodos para detectar

Cryptosporidium spp.: microscopia de esfregacgos fecais Ziehl- Neelsen modificado
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(HENRIKSEN; POHLENZ, 1981), Kinyoun (LENNETTE et al., 1985), verde malaquita
(ELLIOT et al., 1999), deteccédo de antigenos (Imunofluorescéncia, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay [ELISA]) ou deteccdo do genoma por meio da técnica Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR); variando na sensibilidade e especificidade
(AREESHI et al., 2007). Os exames de esfregacos fecais e a deteccao de antigenos
nao discriminam a espécie envolvida (THOMAS; CHALMERS, 2003). Apenas a PCR
seguida de sequenciamento podera distinguir a espécie. Ferramentas moleculares
geralmente tém sido utilizadas na identificacdo de isolados de Cryptosporidium de
humanos e animais (XIAO, 2010; XIAO; RYAN, 2004).

OBJETIVO

Realizar a viabilizacdo, desenvolvimento, avaliacdo e validacéo
intralaboratorial de uma nova técnica parasitologica para a analise em microscopia
Optica de oocistos de Cryptosporidium spp., denominada de TF-Test Coccidia, em

amostras fecais de bezerros do municipio de Aracatuba, Sdo Paulo.
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CAPITULO 2 - VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE UMA NOVA TECNICA
PARASITOLOGICA PARA A ANALISE DO PROTOZOARIO Cryptosporidium

SpPP.

RESUMO - Devido ao seu importante potencial zoonético, a criptosporidiose
desperta acentuado interesse na comunidade cientifica, pois, inicialmente era
considerada uma enfermidade oportunista e rara. O diagndstico coproparasitoldgico
do agente causador desta doenca, o protozodario Cryptosporidium spp., exige a
utilizacdo de técnicas especificas de concentracdo parasitaria e de coloracao
permanente, que por serem trabalhosas e onerosas, apresentam dificuldade em sua
execucao na rotina laboratorial. Em vista do exposto, nés realizamos a viabilizagéo,
desenvolvimento, avaliacdo e validacdo intralaboratorial de uma nova técnica
parasitolégica para a analise em microscopia éptica de oocistos de Cryptosporidium
spp., denominada de TF-Test Coccidia, em amostras fecais de bezerros do
Municipio de Aracatuba, Sao Paulo. Para a identificacdo e confirmagcédo do parasito
supracitado e a comprovacdo da eficiéncia diagnéstica da nova técnica, foram
empregadas de maneira comparativa técnicas consagradas pela literatura cientifica:
centrifugo-sedimentacdo seguida da coloracdo negativa de verde malaquita (CSN-
Malaquita) e Nested-PCR. NoOs observamos boa eficacia da técnica de TF-Test
Coccidia, se equiparando estatisticamente a de CSN-Malaquita e superando em dez
casos (P<0,0001) a de Nested-PCR. Assim, constatamos a eficacia da técnica
parasitolégica de TF-Test Coccidia, na deteccdo de oocistos do parasito
Cryptosporidium spp. e observamos boa concentracdo e morfologia das estruturas
de eliminacdo do mencionado parasito, com baixa quantidade de impureza em

esfregaco fecal.

Palavras-chaves: parasitos, coccidioides, diagnostico
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VALIDATION OF A NEW TECHNICAL INTERLABORATORY PARASITOLOGICAL
ANALYSIS FOR THE PROTOZOAN Cryptosporidium spp.

SUMMARY - Due to its important zoonotic potential, cryptosporidiosis arouses
strong interest in the scientific community because it was initially considered a rare
and opportunistic disease . The parasitological diagnosis of the causative agent of
this disease, the protozoan Cryptosporidium spp., requires the use of specific
techniques of parasite concentration and permanent staining, which are laborious
and costly, have difficulty in their implementation in routine laboratory. In view of the
above, we realize the feasibility, development, evaluation and within-laboratory
validation of a new parasitological technique for analysis in optical microscopy
Cryptosporidium spp., Called TF-Test Coccidia in fecal samples from calves of the
City of Aracatuba , Sao Paulo. For the identification and confirmation of the
aforementioned parasite and proof of diagnostic efficiency of the new technique were
used in a comparative way honored techniques in the scientific literature: centrifugal
sedimentation followed by negative staining of malachite green (CSN-Malachite) and
Nested-PCR. We observed good effectiveness of TF-Test Coccidia technique,
statistically equating the CSN-Malachite and surpassing in ten cases (P <0.0001) of
the Nested-PCR. Thus, we verified the effectiveness of the technique parasitological
TF-Test Coccidia oocysts in the detection of the parasite Cryptosporidium. and
observe good concentration and morphology of eliminated structures from the

mentioned parasite, with low amount of impurity in fecal smear.

Palavras-chaves: parasites, coccidioides, diagnostic
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1 INTRODUCAO

Importante patdgeno zoondético, Cryptosporidium spp. infecta mamiferos,
aves, répteis, anfibios e peixes (FAYER, 2010; XIAO, 2010). Este parasito ocasiona
diarreia em bezerros (VARGAS JUNIOR et al., 2014), com retardo no crescimento,
mortalidade e consequentes perdas econdmicas (OLSON et al., 2004; SANTIN et
al., 2008), sendo que em bovinos as espécies mais frequentes sdo Cryptosporidium
parvum (SANTIN et al., 2008), Cryptosporidium ryanae (FAYER et al., 2008),
Cryptosporidium andersoni (XIAO, 2010) e Cryptosporidium bovis (FENG et al.,
2007; RIEUX et al., 2013).

O diagndstico laboratorial dos oocistos de Cryptosporidium pode ser realizado
em fezes por meio de técnicas de concentracdo parasitaria seguido do emprego de
coloracfes especificas e permanentes de Ziehl-Neelsen (HENRIKSEN; POHLENZ,
1981), Kinyoun (LENNETTE et al., 1985), Verde malaquita (ELLIOT et al., 1999),
Safranina (GARCIA, 2007, 2009) e Tricrbmico (GARCIA, 2007, 2009). Outras
técnicas podem ser ainda utilizadas para esta finalidade diagnostica, como exemplo:
Microscopia eletrbnica por contraste de fase (TEIXEIRA et al., 2011); Teste de
anticorpo fluorescente direto (CDC, 2016) e, Teste imunoenzimatico (CDC, 2016).

Atualmente, o diagnéstico de oocistos de Cryptosporidium spp. exige em
laboratério a utilizacdo de técnicas especificas de concentracdo e de coloracdo
permanente, que por serem especificas, trabalhosas e onerosas, apresentam
dificuldade em sua execucdo na rotina de um laboratério de analises clinicas
(CARVALHO et al., 2012, 2015, GARCIA, 2007; GOMES et al., 2004).

Uma técnica denominada de TF-Test (Three Fecal Test), cuja foi precursora
para a efetivacdo do atual estudo, vem sendo utilizada com praticidade por anos
para o diagndstico parasitologico fecal em humanos, apresentando 6timos
resultados (CARVALHO et al, 2012, 2015; GOMES et al., 2004). Mais recentemente,
esta mesma técnica foi estendida para a pesquisa na area animal, mediante estudos
conduzidos nas espécies ovina (LUMINA et al., 2006) e canina (COELHO et al.,
2013, 2015). Nestes estudos, foram validados novos procedimentos diagndsticos
com helmintos e protozoarios gastrintestinais, ndo levando em consideracdo o
género Cryptosporidium.

Em vista do exposto, e tendo em vista dar prosseguimento com ineditismo a

linha de pesquisa da técnica supracitada, nés realizamos a  viabilizacao,



26

desenvolvimento, avaliacdo e validacdo intralaboratorial de uma nova e pratica
técnica parasitologica para a analise em microscopia Optica de oocistos de
Cryptosporidium spp., denominada de TF-Test Coccidia, em amostras fecais de

bezerros do Municipio de Aracatuba, Sao Paulo.

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissédo de Etica Animal da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba - UNESP, com o niumero de protocolo 2013-
00847.

2.1 Colheita e conservacdo das amostras

Levando em consideracdo a irregularidade de eliminacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. (GARCIA, 2007, 2009; CDC, 2016), amostras fecais foram
colhidas (coletadas) em trés dias alternados, diretamente da ampola retal de cada
animal. Este material foi dividido em trés aliquotas: a primeira foi acondicionada sob
refrigeracdo para a realizacdo da técnica de concentracao parasitaria por centrifugo-
sedimentacdo com o0 uso coloracdo negativa de verde malaquita, denominada no
nosso estudo de CSN-Malaquita; a segunda foi mantida nos tubos coletores-usuario
do TF-Test Coccidia; e, a terceira parte foi mantida congelada a -20°C, até o
momento do processamento da Reacdo em Cadeira da Polimerase-Nested (Nested-
PCR).

2.2 Processamento das amostras fecais

Para a identificacdo das estruturas de resisténcia do parasito e estudo
estatistico de avaliacdo comparativa entre técnicas, além da nova técnica de TF-
Test Coccidia, foram empregadas duas técnicas consagradas pela literatura

cientifica: CSN-Malaquita e Nested-PCR.

2.3 Delineamento experimental
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2.3.1 Padronizacéo de protocolo da nova técnica:

2.4 Descricao do estudo

Este estudo foi conduzido em uma fazenda de criagdo de gado de leite do
municipio de Aracatuba, Sdo Paulo, sabiamente identificada com amostras positivas,
durante o periodo de marco de 2014.

Para esta etapa, amostras fecais (n=60) foram processadas somente por
meio da técnica de CSN-Malaquita. Com isto, cinco amostras positivas foram obtidas
para oocistos de Cryptosporidium spp., que posteriormente foram repartidas em 100
aliquotas para elaboracdo e padronizacdo do protocolo operacional da técnica do
TF-Test Coccidia.

Um total de 60 bezerros, 11 machos e 49 fémeas, da raca Holandesa, com

faixa etaria entre seis a 480 dias, foram envolvidos no estudo.

2.4.1 Validagao de nova técnica:

2.4.2 Descricao do estudo

A pesquisa foi realizada em 10 fazendas de criagdo de gado de leite do
municipio de Aracatuba, Sdo Paulo, durante o periodo de marco de 2014 a outubro
de 2015.

Para esta execucdo, foi necessaria realizar a triagem por meio de técnica de
CSN-Malaquita para avaliacdo da ocorréncia de Cryptosporidium spp. no contetdo
fecal dos bovinos, apés a triagem foi aplicada a nova técnica de diagndstico TF-Test
Coccidia e a Nested-PCR. Um total de 68 bezerros das racas Holandesa e
Girolanda, sendo 15 machos e 53 fémeas, com idade entre um a 540 dias, foram
examinados para avaliacdo da presenca do parasito em questdo, com obtencao de
34 amostras verdadeiras positivas e 34 verdadeiras negativas para avaliagao
intralaboratorial. Estes animais foram classificados conforme sua idade em dois

grupos: < 30 dias e = 31 dias.

2.5 Técnica de centrifugo-sedimentacdo com coloracdo de verde malaquita
modificado (CSN-Malaquita)
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Para esta realizagéo foi obtido um “pool” das trés amostras colhidas de cada
animal. Este material foi processado em laboratério de acordo com as divulgacdes
em publico de Meloni e Thompson (1996), para centrifugo-sedimentacédo, e Elliot et

al.(1999), para o uso da coloracao por verde malaquita.

2.6 Nova técnica de TF-Test Coccidia

Esta técnica € composta da seguinte forma, a saber:

Em uma estante apropriada acondicionar os trés tubos coletores-usuario
padrao TF-Test Coccidia, adicionando em um dos tubos 25 uL de solvente organico
surfactante (detergente neutro incolor) e 3 mL do reagente quimico acetado de etila
pré-andlise (Formula C4HsO,); em seguida, fechar os respectivos tubos com as suas
tampas e agitar vigorosamente por 30 segundos com 0 uso de equipamento tipo
vortex; apos, retirar as tampas dos tubos e conecta-los a outras duas pecas
denominadas conjunto de filtros e tubo de centrifugacéo; estas pecas conectadas
(unificadas) sdo chamadas de conjunto processador; posteriormente, centrifugar
este conjunto por dois minutos a 500 x g (gravitational force, em inglés); apds esta
centrifugacéo, desacoplar cuidadosamente o tubo de centrifugacdo do conjunto de
filtros e tubos coletores-usuérios; a seguir, decantar o liquido sobrenadante do tubo
de centrifugacdo, de modo deixar cerca de 500 puL de sedimento no fundo cénico
deste tubo; a este sedimento, adicionar cerca de 250 pL de &gua tratada e
homogeneizar manualmente todo material proporcionando a formacdo de uma
suspensao fecal; resgatar desta suspensédo, com auxilio de uma pipeta automatica,
150 yL e transferir a um tubo de colheita padrdo TF-Test Coccidia; em seguida,
adicionar sobre este material uma gota de detergente neutro incolor e homogeneizar
manualmente toda suspensao; apés, adicionar 3 mL de solucdo neutra de formalina
a este material e homogeneizar vigorosamente por um tempo de 30 segundos no
equipamento tipo vortex; na sequéncia, adicionar sobre este material 3 mL do
reagente quimico acetato de etila e agitar novamente por mais 30 segundos no
equipamento tipo vortex; logo apds, centrifugar este tubo contendo todo material
homogeneizado a 333 x g por um minuto; ap0s esta centrifugacdo, decantar o
material sobrenadante com o uso de pipeta, até proporcionar uma pequena aliquota
de suspensédo na parte inferior demarcada do tubo, e transferir 25 pL deste material



29

para uma lamina de microscopia; apés, acrescentar sobre a aliquota da lamina 25
puL da composicédo corante desenvolvida e padronizada no estudo (25uL de solucéo
de iodo D’Antony modificado para 50uL do corante Tricrémico modificado); por
altimo, fazer um esfregaco fecal deste material e sobrepor uma laminula para a

leitura em microscopia optica.

2.6.1 Coloracéo e Microscopia

O protocolo operacional da nova técnica permitiu empregar, mesmo com as
amostras fixadas em solucédo neutra de formalina, uma forma Unica de preparacao
de esfregaco fecal com o uso de uma composicao formada por coloracdo temporaria
mediante a unificacdo da solu¢cdo de iodo D’Antony modificado e corante Tricrémico
modificado. Este novo corante propiciou a leitura de lamina de microscopia com
ampliacbes de 60 e 100 vezes a seco em microscopio Optico convencional, sem a

necessidade de 6leo de imersao.

2.7 Reacédo de Nested-PCR para Amplificacdo de fragmento da subunidade 18s
do Gene do RNA ribossémico de Cryptosporidium spp.

2.7.1 Extrac&o de DNA fecal

O DNA foi extraido de 68 amostras fecais, em aliquotas de fezes “in natura”, e
armazenado em -20°C e descongeladas para fazer a extracdo de DNA utilizando o
kit QlAamp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen®), e ao DNA foi eluido em 50u de AE buffer
e estocado a -20 °C. Nested-PCR foi realizada para a amplificacdo de um fragmento
do gene de rRNA 18S (XIAO et al., 2000).

2.7.2 Reacéo de Nested-PCR

A Nested-PCR foi realizada para a amplificacdo de um fragmento do gene
18S de rRNA ribossémico (XIAO et al., 2000). DNA de Cryptosporidium parvum foi
utilizado como controle positivo e agua ultra pura foi incluida como controle negativo,

seguida de eletroforese a partir do gel de agarose a 1,5%.
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3 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis (sexo, raca e idade) foram analisadas pelo teste de Qui-quadrado
(x°) ou teste exato de Fisher's, para associagao.

O Kappa foi utilizado para teste de concordancia estatistica entre as técnicas
mencionadas.

Com o emprego do programa SAS (SAS INSTITUTE, 2015), com nivel de
significancia de 5%.

4 RESULTADOS

Na avaliacdo do estudo intralaboratorial por meio da nova técnica de TF-Test
Coccidia, nés observamos boa nitidez, morfologia e concentracdo dos oocistos do
protozoario Cryptosporidium spp. (FIGURA 1, A e B). O mesmo ndo pbde ser
demonstrado em grande parte das laminas processadas pela técnica de CSN-
Malaquita, em conformidade com relatos da literatura (COELHO et al., 2015).

Além disso, a nova técnica apresentou limpidez nos esfregacos fecais de
suas laminas, com boa concentracdo parasitaria (FIGURA 1, A) e demonstrou de
maneira Unica a preparacdo destes esfregacos com o emprego de uma nova
coloracdo temporéria. Diferentemente das coloragBes convencionais, a coloracéo da
nova técnica permitiu realcar os esporozoitas dos oocistos com tonalidade lilas
(FIGURA 1, B) e o restante das impurezas fecais na cor verde. Com isto, foi possivel
fazer a leitura em microscopia mediante lentes objetivas a seco com 60 e 100 vezes
de ampliacdo e sem a necessidade de 6leo de imerséao.

O ajuste de concentracdo entre a solucao de iodo e tricromico permitiu esta
nova composicdo corante funcionar com exatiddo mesmo em amostras fecais
colhidas em solucéo neutra de formalina, diferentemente das indicagbes da literatura
(GARCIA, 2007, 2009).

Dos 68 bezerros examinados (TABELA 1), observamos positividade
diagnéstica em 34 amostras, tanto por meio da técnica de CSN-Malaquita, como
pelo TF-Test Coccidia, havendo total concordancia estatistica entre estes resultados

(Kappa=1,000). No entanto, para Nested-PCR, foram detectadas 24 amostras
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verdadeiras positivas, com boa concordancia (kappa=0,705) (TABELA 2) e 10
amostras falsas negativas. Para as amostras verdadeiras positivas (n=24), foi
verificada diferenca estatistica significativa (P<0,0001) das técnicas parasitologicas
de CSN-Malaquita e TF-Test Coccidia em relacdo a técnica de Nested-PCR.

Em relacdo as amostras verdadeiras negativas (n=34), houve concordancia
estatistica entre as técnicas de CSN-Malaquita, TF-Test Coccidia e Nested-PCR.

Em bezerros mais jovens foi observada maior ocorréncia da infeccdo por
Cryptosporidium spp. em relacdo a outra faixas etaria (P<0,0001) e quanto as
variaveis sexo e raca, ndo houve diferenca significativa no quadro de infeccéo
parasitaria (P>0,05).

Tabela 1: Ocorréncia da infec¢ao por Crytosporidium spp. por meio da Nested-PCR ,
TF-Test Coccidia e CSN-Malaquita nas variaveis, sexo raca e idade.

NUmero de amostras positivas

Numero de CSN-
Variaveis amostras TF test Malaquita PCR p?
RACA
Holandés 49 28 28 22
Girolanda 19 6 6 2
SEXO P>0,05
Fémea 53 24 24 16
Macho 15 10 10 8
IDADE
<30 d!as 32 30 30 22 P<0,0001
= 31 dias 36 4 4

P? = teste x °
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Lente objetiva de
100 vezes a seco.

Foto: Arquivo pessoal

(B)

FIGURA 1: Fotomicrografias representativas de oocistos de Cryptosporidium spp.
em amostras fecais de bezerros, com 0s empregos de lentes objetivas a seco
aprocromaticas de 60 (A) e 100 (B) vezes de ampliacao.

Tabela 2: Deteccéo da infec¢do por Crytosporidium spp. por meio da Nested-PCR e
indice de concordéancia entre os métodos TF-Test Coccidia e CSN-Malaquita

; o Numeros de Nameros de K#
Métodos Diagnosticos N
Amostras positivos (%)
TF-Test Coccidia 34 34 (100,0)
CSN-Malaquita 34 34 (100,0) 0,705
Nested-PCR 34 24 (35,3)

K. Kappa
5 DISCUSSAO

Por meio dos dados evidenciados neste estudo, observamos boa eficacia a
deteccdo de oocistos do protozoério Cryptosporidium spp. mediante a realiza¢do do
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protocolo do TF-Test Coccidia, o que otimiza o uso desta nova técnica com
praticidade em rotina laboratorial.

Para a realizacdo desta pesquisa, demos preferéncia em colher amostras de
bezerros neonatos (FAYER; SANTIN, 2009; SILVERLAS et al., 2010), pois,
sabidamente estes apresentam maior ocorréncia da infeccéo criptosporidica, o que
foi comprovado por meio dos nossos resultados que mostrou diferenca significativa
em relacdo a esta faixa etaria quando comparada com animais de demais idades.

Como fatores determinantes, a nova técnica mostrou claramente esfregagcos
fecais com boa concentracdo parasitaria e livres, em grande parte, de impurezas
(FIGURA 1, A e B). Muitas laminas foram capazes de concentrar mais de sete
oocistos por campo com ampliacdo de lente objetiva em 60 vezes (FIGURA 1, A).
Isto, por certo, devera favorecer o encontro de oocistos deste parasito na leitura de
microscopia praticada em rotina laboratorial, reduzindo o cansago e o erro de
interpretacdo diagnostica praticados por humanos.

O uso da nova composicdo corante preservou a integridade morfolégica dos
oocistos de Cryptosporidium spp., corando sempre 0s esporozoitas na cor lilas
(FIGURA 1, B) e quase que a totalidade das impurezas em verde. Esta condigéo
devera favorecer também a leitura em microscopia, abreviando consideravelmente o
erro de interpretacdo diagnostica praticado por humanos, que efetivamente esta
classificado entre falso resultado positivo e falso resultado negativo.

Diferentemente da recomendacdo da literatura (GARCIA, 2007, 2009), a
técnica de TF-Test Coccidia propiciou preparacdes de laminas com coloragédo
padrdo temporaria e leitura em microscopia por meio de lentes objetivas a seco. Isto
eliminou as limitacBes proporcionadas por técnicas especificas com emprego de
coloragbes permanentes, como exemplo, as derivadas de fucsina fenicada, que
apesar de demonstrarem excelentes desempenhos diagnésticos sdo pouco
operantes em rotinas laboratoriais por serem trabalhosas e onerosas.

Para as técnicas de CSN-Malaquita e de TF-Test Coccidia, os resultados
foram concordantes a presenca do protozoario Cryptosporidium spp., ou seja, 0s
mesmos animais apresentaram amostras verdadeiras positivas (n=34) e negativas
(n=34).

Ja pela Nested-PCR foram verificados resultados verdadeiros positivos em
apenas 24 amostras (n=24). A eficiéncia de deteccdo deste teste molecular pode ter

sofrido interferéncia a eventual presenca de inibidores no material em questao
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(WARD; WANG, 2001), ou a ingestdo de vegetais por estes animais hospedeiros
(MONTEIRO et al., 2001). Além do mais, outros aspectos inerentes do parasito a
infeccdo, como exemplo, parasitemia e localizacdo parasitaria, devem ser também
levados em consideracdo, considerando que podem resultar resultados falsos
negativos a Nested-PCR, discordantes de outras técnicas (GARCIA, 2007, 2009).

Apesar dos comentarios acima, o uso da Nested-PCR neste estudo foi de
fundamental importancia, especialmente por caracterizar com especificidade o
género de parasito Cryptosporidium spp.

TF-Test Coccidia foi considerado uma técnica eficiente e pode ser aplicada na
area de Medicina Veterinaria para o diagnéstico em fezes de oocistos de
Cryptosporidium spp.

Os resultados preliminares proporcionados por este estudo permitirdo avangar
a atual pesquisa para uma outra modalidade de pesquisa: validacdo interlaboratorial
da técnica TF-Test Coccidia. Para isto, nos utilizaremos de uma associacdo inédita
para o diagndstico nas fezes de oocistos de Cryptosporidium spp., mais exatamente
entre a nova técnica parasitologica e o uso de computador por andlise de imagens,
que devera tornar oportuno a validacao do diagnéstico automatizado deste parasito
intestinal, 0 que, certamente, devera repercutir em avancos a esta modalidade de
diagnose em rotinas de laboratorios publicos e privados, e bem como também, em

programas governamentais.

6 CONCLUSAO

Neste estudo, constatamos a eficacia da técnica parasitolégica de TF-Test
Coccidia, na deteccdo de oocistos do parasito Cryptosporidium spp. e observamos
boa concentracdo e morfologia das estruturas de eliminagdo do mencionado

parasito, com baixa quantidade de impureza em esfregaco fecal.
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