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RESUMO 

 

A criptosporidiose e a giardíase são doenças gastrointestinais, com distribuição 

cosmopolita, causada, respectivamente, por um protozoário coccídio intracelular 

obrigatório e um parasito flagelado, que pode afetar humanos e animais. O objetivo 

neste projeto foi detectar por meio da técnica TF-Test Coccidia e pela reação em 

cadeia da polimerase (RCP),  a ocorrência  do Cryptosporidium spp. e a Giardia spp. 

em crianças de pré-escola e seus respectivos cães (Canis familiaris) do Município de 

Araçatuba, São Paulo, de maneira inédita. Para a identificação dos oocistos do 

parasito supramencionado foi empregada a nova técnica parasitológica TF-Test 

Coccidia e RCP. A partir da análise destas amostras, verificou-se que 35,00% (35/100) 

das crianças estavam infectadas por alguma espécie de parasito intestinal, sendo que 

5,00% eram positivas microscopicamente para Cryptosporidium spp. e 30,00% para 

Giardia spp. Nos cães, 3,13% (1/32) foram considerados positivos para Giardia spp., 

embora nenhum animal apresentasse oocisto de Cryptosporidium spp. nas fezes. Pela 

PCR 3,00% das crianças foram positivas para Cryptosporidium spp. e 35,00% para 

Giardia spp.. Enquanto que para os cães, pela mesma técnica molecular, nenhum 

animal foi considerado positivo para Cryptosporidium spp. e apenas 6,25% foram 

positivos para Giardia spp.. Dessa forma, foi verificado que a técnica parasitológica 

TF-Test Coccidia apresentou boa concentração e morfologia dos parasitos 

encontrados, com baixa quantidade de debris no esfregaço fecal. Pela primeira vez, 

Cryptosporidium spp. e a Giardia spp. foram detectados em crianças de pré-escola e 

seus respectivos cães (Canis familiaris) por meio da técnica TF-Test Coccidia e RCP.  

  

Palavras-chave: Cão. Coccidia. Parasitologia. Homem. 
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ABSTRACT 

 

Cryptosporidiosis and giardiasis are gastrointestinal diseases with cosmopolitan 

distribution, caused respectively by a compulsory intracellular coccidial protozoan and 

a flagellated parasite, which can affect humans and animals. The objective of this 

project was to detect by the technique TF-Test Coccidia and polymerase chain reaction 

(PCR), the occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in pre-school children 

and their respective dogs (Canis familiaris) from the Municipality of Araçatuba, São 

Paulo. For the identification of oocysts of the parasite the new parasitological technique 

TF-Test Coccidia and PCR were used. From the analysis of these samples, it was 

verified that 35.00% (35/100) of the children were infected by some kind of intestinal 

parasite, and 5.00% were microscopically positive for Cryptosporidium spp. and 

30,00% for Giardia spp.. In dogs, 3.13% (1/32) were considered positive for Giardia 

spp., although no animal presented Cryptosporidium spp. Oocyst. in the stool. By PCR 

3.00% of the children were positive for Cryptosporidium spp. and 35.00% for Giardia 

spp.. While for dogs, by the same molecular technique, no animals were considered 

positive for Cryptosporidium spp. and only 6.25% were positive for Giardia spp.. Thus, 

was verified that the parasitological technique TF-Test Coccidia presented good 

concentration and morphology of the parasites found, with a low amount of debris in 

the fecal smear. For the first time, Cryptosporidium spp. and Giardia spp. were 

detected in pre-school children and their respective dogs (Canis familiaris) by TF-Test 

Coccidia and PCR technique. 

 

Keywords: Dog. Coccidia. Parasitology. Men. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A maior proximidade do homem com os animais domésticos, associada às 

diversas alterações ambientais decorrentes das modificações climáticas, do 

comportamento humano e da infraestrutura, tem permitido maior contato entre as 

pessoas e diversos patógenos diferentes. Isso tem causado a ocorrência de muitas 

enfermidades emergentes e reemergentes, incluindo doenças zoonóticas 

(OTRANTO; EBERHARD, 2011; COELHO et al., 2013). 

Animais de produção, principalmente bovinos e ovinos, de estimação, como 

cães e gatos, bem como os silvestres podem, particularmente, ser reservatórios de 

doenças parasitárias e, atuar tanto na transmissão quanto na disseminação dessas 

infecções, direta e/ou indiretamente (YOUSSEF; UGA, 2014). 

Em vista da proximidade entre os animais de companhia e o homem, 

associada ao potencial zoonótico de determinadas parasitoses (SANTARÉM et al., 

2004), percebe-se a importância em estudar e avaliar a ocorrência e prevalência de 

parasitos gastrointestinais nessas populações (BRESCIANI et al., 2008).  

Atualmente, observa-se que os parasitos intestinais ainda são abundantes 

em animais de companhia, mesmo com toda a medicação disponível e com as 

medidas de controle adotadas pelos proprietários e médicos veterinários (ITOH et al., 

2015; NIJSSE et al., 2016). No geral, estes parasitos, como Giardia spp., 

Cryptosporidium spp. e Toxocara spp., são responsáveis por causar algumas das 

zoonoses mais importantes (MACPHERSON, 2013; PEREIRA et al., 2016). 

A criptosporidiose é uma doença gastrointestinal com distribuição 

cosmopolita que pode afetar tanto humanos como animais (O’DONOGHUE, 1995). 

Vinte e seis espécies e 61 genótipos válidos desse protozoário já foram descritos a 

partir de vários vertebrados, causando doença gastrointestinal assintomática ou leve 

em sua espécie hospedeira (RYAN et al., 2014). 

As espécies patogênicas descritas na literatura são: Cryptosporidium 

parvum, Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium 

muris, Cryptosporidium felis e Cryptosporidium canis. As espécies C. parvum e C. 

hominis são as principais que infectam os seres humanos (XIAO, 2010). No entanto, 

estudos têm mostrado que essa doença pode ser causada por vários genótipos e / ou 
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espécies de Cryptosporidium, incluindo também o C. canis e C. felis sendo essas duas 

últimas espécies responsáveis por causar infecções em países em desenvolvimento 

(XIAO; FENG, 2008). Nos cães, a espécie C. canis é a mais frequentemente 

encontrada (LI et al, 2015), mas também já foram relatadas infecções nesse animais 

por C. parvum (SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013) e C. ubiquitum (LI 

et al., 2015). 

Humanos e animais podem adquirir a infecção quando consomem 

alimentos e água contendo oocistos esporulados desses protozoários (PUMIPUNTU; 

PIRATAE, 2016). Devido a isso, a incidência e prevalência da criptosporidiose tendem 

a ser maiores e mais relevantes em países menos desenvolvidos e em 

desenvolvimento, onde não há adequada infraestrutura básica ou instalações 

fundamentais para evitar a contaminação por oocistos infectantes, que são liberados 

juntamente com as fezes (BURNET et al., 2014). 

Apesar da mortalidade por esta infecção ser baixa, a combinação com 

alguns fatores, como a ocorrência concomitante com outros agentes infecciosos, 

imunidade e estado nutricional do hospedeiro, esta taxa pode se elevar. Na maioria 

dos casos, esta enfermidade leva a gastroenterite e diarreia de gravidade variável 

tanto em animais domésticos, quanto em humanos (XIAO et al., 2004, AMER et al., 

2013). 

Embora esta doença possa levar a altas taxas de morbidade e mortalidade, 

em indivíduos imunocomprometidos, a infecção por Cryptosporidium é autolimitada 

em indivíduos imunologicamente normais (HUNTER; NICHOLS, 2002), Em níveis 

alarmantes, a infecções oportunistas por Cryptosporidium, já foram relacionadas em 

pacientes com o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), sendo considerado um 

importante patógeno em termos de Saúde Pública (CIELOSZYK et al. 2012,). 

Além disso, os oocistos desempenham um papel potencial na resistência 

do Cryptosporidium spp. porque eles são tolerantes a vários produtos químicos e 

desinfetantes (dependendo da sua concentração), incluindo o cloro, que são 

comumente usados no processamento da água potável, podendo sobreviver por um 

longo período no meio ambiente (FAYER et al., 2001; XIAO; RYAN, 2004) 

Atualmente são utilizados vários procedimentos laboratoriais para a  

detecção  de  oocistos  de Cryptosporidium spp., tais como: técnicas parasitológicas 

de concentração (com uso de Formalina-Acetato de Etila, sacarose saturada, cloreto 

de sódio ou soluções de sulfato de zinco), associadas ao emprego de  colorações 
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específicas (Ácido Rápido Modificado, Kinyoun, Ziehl - Neelsen Modificado, Safranina-

Azul de Metileno e Métodos de Giemsa) (GARCIA, 2009);  detecção  de  antígenos  

(Reação de Imunofluorescência indireta (RIFI), ensaio Imunoenzimático Indireto 

(ELISA)) ou do genoma por meio da técnica Reação em Cadeia da Polimerase (RCP); 

com variações  na sensibilidade e especificidade (AREESHI, 2007).  

Particularmente, o diagnóstico da criptosporidiose exige bastante atenção: 

diferente de outros coccidios, o Cryptosporidium spp. apresenta oocistos e outros 

estágios evolutivos menores; não apresentam esporocistos (CASEMORE, 1991). 

Muitas técnicas de diagnóstico têm sido descritos para a detecção dos 

estágios evolutivos do Cryptosporidium spp. (WEBSTER, 1993), sendo que as 

baseadas na microscopia são os mais utilizadas e  que apresentam menor custo. 

Estas envolvem detecção de oocistos após flotação e centrífugação em solução de 

Sheather, seguido por microscopia de contraste de fase ou microscopia de campo 

brilhante (TEIXEIRA et al., 2011). Além disso, envolvem a  coloração negativa de 

verde maquita (ELLIOT et al., 1999) e ácido-resistente (CARDOZO et al., 2008).  

Em relação aos exames imunológicos, o diagnóstico por imunoensaios de 

captura ligado a enzima (ELISA), por exemplo, pode ser usado em amostras fecais. 

Apesar de ser aplicado para detectar antígenos de C. parvum, ele também é úteil para 

o diagnóstico de criptosporidiose aviária (ROHELA et al., 2005; PAGÈS-MANTÉ et al., 

2007). 

As análises morfológicas de oocistos não são capazes de determinar as 

espécies de Cryptosporidium, já que as estruturas parasitárias eliminadas nas fezes, 

os oocistos, são muito pequenas e de difícil visualização. O uso de ferramentas 

moleculares em estudos epidemiológicos proporciona novos conhecimentos sobre a 

diversidade de Cryptosporidium spp. capazes de infectar humanos e animais (XIAO, 

et al., 2004). 

A caracterização molecular de Cryptosporidium spp., realizada pela PCR, 

pode ser útil no estudo da epidemiologia destes parasitos (WEBSTER, 1993). Esta 

caracterização, seguido por sequenciamento dos fragmentos amplificados apresenta 

elevada sensibilidade e especificidade.  

Como pode-se notar, há várias técnicas parasitológicas empregadas na 

rotina para o diagnóstico de oocistos de Cryptosporidium spp. Além disso, o 

diagnóstico desta parasitose exige a utilização de técnicas específicas de 

concentração e de coloração, dificultando, muitas vezes, as suas implantações em 
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rotina de laboratórios de análises clínicas, por serem trabalhosas e onerosas (GOMES 

et al., 2004; GARCIA, 2007; GARCIA, 2009). Por estes motivos, é importante o 

desenvolvimento de técnicas mais apuradas e práticas para esta finalidade 

diagnóstica.  

Em relação a Giardia duodenalis, este protozoário flagelado e unicelular, 

pode habitar o trato intestinal tanto de animais quanto de humanos (XIAO E FAYER, 

2008). Devido à sua estreita relação com o saneamento básico precário e o baixo 

poder aquisitivo populacional, a giardíase foi incluída na Iniciativa das Doenças 

Negligenciadas da Organização Mundial da Saúde (SAVIOLI et al., 2006) e  apresenta 

distribuição mundial, com 250 a 300 milhões de casos sintomáticos em humanos, 

relatados anualmente (CACCIÒ et al., 2017).  

Este protozoário flagelado afeta principalmente crianças, indivíduos 

desnutridos e imunocomprometidos (ANKARKLEV et al., 2010). Particularmente, os 

indivíduos parasitados podem apresentar vários agravos, como retardo no 

desenvolvimento, diminuição da função cognitiva e também efeitos prejudiciais sobre 

o seu estado nutricional (ROBERTSON et al., 2010). De forma geral, no homem, 

apesar do aparecimento de quadros de diarreia, desidratação, dor abdominal, 

vômitos, náuseas e perda de peso, a maioria das infecções por G. duodenalis são 

assintomáticas (COTTON, et al., 2011; BARTELT; SARTOR, 2015;). 

A giardíase é reconhecida como uma enfermidade de veiculação hídrica, 

com muitos surtos relacionados com águas destinadas à recreação, consumo de água 

local por viajantes e, até mesmo água potável (KARANIS et al., 2007). Um dos motivos 

para a ocorrência de surtos podem ser possíveis falhas no processo de tratamento de 

água potável (KARANIS et al., 2007), o que pode ser observado com mais frequência 

América do Norte e Europa, onde há melhores sistemas de vigilância (FENG; XIAO, 

2011).  

Na Medicina Veterinária, a G. duodenalis pode causar diferentes sinais 

clínicos nos animais: a infecção clínica por este protozoário pode causar diarreia que 

não reponde ao tratamento (GEURDEN et al., 2010); e a presença de fezes pastosas 

a líquidas pode ser sugestiva de giardíase em cães jovens (THOMPSON, 2004; 

GEURDEN et al., 2010).  

Com estudos realizados por meio de técnicas moleculares com isolados de 

Giardia de casos humanos e animais, notou-se que a G. duodenalis é uma espécie 

que abrange oito grupos genéticos, designados “assemblages” (A, B, C, D, E, F e H), 
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sendo que os “assemblages” A e B, considerados zoonóticos, são patógenos de 

humanos e que também têm sido observados em mamíferos (FENG; XIAO, 2011). Os 

“assemblages” de animais também já foram identificados em humanos (ABDEL-

MOEINE; SAEED, 2016; FANTINATTI et al., 2016; ŠTRKOLCOVÁ et al., 2015; 

ZAHEDI, et al., 2017). 

Em relação ao diagnóstico dessa doença, na microscopia direta das fezes, 

pode-se observar a presença de trofozoítos ou cistos de Giardia. Dependendo da 

experiência do técnico, esse exame pode apresentar sensibilidade de 75% a 95% 

(MMBAGA; HOUPT, 2017). A técnica de imunoensaio enzimático tem alcançado 

resultados similares ou melhores que o exame microscópico (GAAFAR, 2011; 

JOSKO, 2012) e a RCP já está disponível há anos (MAHBUBANI et al., 1991; SINGH, 

1997). 

Em vista deste contexto, percebe-se que a criptosporidiose e a giardiase, 

que são doenças importantes de ponto de vista de Saúde Pública e Saúde Animal, 

tem o seu diagnóstico baseado em várias técnicas laboratoriais, sendo a microscopia 

uma das mais empregadas (TEIXEIRA et al., 2011; KOEHLER et al., 2014).  

O TF-Test ou Three Fecal Test, que tem como base o princípio de 

centrífugo-sedimentação com formalina-acetato de etila (GOMES et al., 2004) é uma 

técnica microscópica recomendada para o diagnóstico laboratorial de 

enteroparasitoses pelo Ministério da Saúde do Brasil, por meio do Plano Nacional de 

Vigilância e Controle das Enteroparasitoses (BRASIL, 2005). Por permitir um único 

processamento laboratorial de três amostras fecais obtidas em dias alternados, o seu 

diagnóstico é considerado mais eficaz (CARVALHO et al., 2012). 

Particularmente, desde o seu desenvolvimento, o TF-Test tem passado por 

melhorias e adaptações: com o intuito de promover uma maior redução na quantidade 

de detritos fecais e maior concentração de estruturas parasitárias, uma segunda etapa 

de centrifugação foi acrescentada à técnica de Gomes et al. (2004), originando assim 

a técnica de TF-Test Modified (CARVALHO et al., 2016); e a partir da utilização e 

adaptação dos princípios das técnicas TF-Test e TF-Test Modified foi possível aplica-

los no diagnóstico de parasitos intestinais de animais,  originando, assim,  novas 

técnicas para o exame coproparasitológico na área de medicina veterinária, como 

técnica de TF-Test Conventional (LUMINA et al., 2006), TF-Test Modified/Dog 

(COELHO et al.,  2013), TFGII/Dog (COELHO et al., 2015) e TF-Test Coccidia 

(INÁCIO et al., 2016).  
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Em relação a técnica TF-Test Coccidia, que é a adaptação mais recente 

das técnicas TF-Test e TF-Test Modified, ela foi validada para análise microscópica 

de amostras fecais de bovino para otimizar o diagnóstico do protozoário do gênero 

Cryptosporidium spp.. Esta técnica permitiu não só realizar uma lâmina temporária 

para leitura de microscopia em rotina laboratorial, mas também possibilitou uma 

melhor visualização dos oocistos de Cryptosporidium spp. por concentrar estas 

estruturas parasitárias e, ao mesmo tempo, filtrar uma grande quantidade de debris 

da amostra (INÁCIO, et al., 2016). 

 

1.1. Objetivo 

 

Esse estudo foi elaborado com o objetivo de validar em laboratório a técnica 

TF- Test Coccídia para detecção da ocorrência do protozoário Cryptosporidium spp. 

e Giardia spp. em crianças de pré-escola e seus respectivos cães (Canis familiaris).  
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2. CAPÍTULO 1 - DETECÇÃO DE Cryptosporidium spp. E Giardia 

spp. EM CRIANÇAS DE PRÉ-ESCOLA E SEUS RESPECTIVOS 

CÃES (Canis familiaris) POR MEIO DA TÉCNICA TF-Test Coccidia 

E PCR 

 

2.1. Introdução 

 

Animais de estimação desempenham papel importante em relação ao bem-

estar de seus donos. No entanto, podem abrigar várias espécies de parasitos 

intestinais (ITOH et al., 2015; NIJSSE et al., 2016), como os protozoários 

Cryptosporidium spp. e Giardia spp., com reconhecido potencial zoonótico 

(MACPHERSON, 2013, PEREIRA et al., 2016). Estes dois agentes etiológicos são  

associados a deficiência de estrutura sanitária, principalmente em áreas rurais 

(FONSECA, et al. 2010) e sob condições socioeconômicas baixas (CACCIÒ et al., 

2017), podem ocasionar diarreia, mas são muitas vezes negligenciados (CERTAD et 

al., 2017), apesar de serem relevantes do ponto de vista de saúde pública. 

A giardíase é ocasionada pela espécie Giardia duodenalis, parasito 

flagelado e unicelular, que pode habitar o trato intestinal de vários hospedeiros, 

incluindo o ser humano (XIAO E FAYER, 2008), sendo que afeta principalmente 

crianças, indivíduos desnutridos e imunocomprometidos (ANKARKLEV et al., 2010), 

com impacto significativo tanto em humanos como em animais (THOMPSON E 

MONIS, 2011). Enfermidade comum em filhotes caninos, responsável por ocasionar 

episódios de diarreia intermitente, de coloração clara e odor fétido (SILVA et al., 2014).  

Seu diagnóstico é feito a partir de exame coproparasitológico, exame de 

custo reduzido que permite também a detecção de outros parasitos (O’HANDLEY; 

OLSON, 2006), é realizado por meio da identificação microscópica de trofozoítos ou 

cistos em amostras fecais, que nos esfregaços, podem ser corados com tricrômico e 

iodo (KOEHLER et al., 2014).   

A criptosporidiose é uma doença gastrointestinal, com distribuição 

cosmopolita, causada por um protozoário coccídio intracelular obrigatório que pode 

afetar tanto humanos como animais (O’DONOGHUE, 1995). Embora seja frequente a 

presença de Cryptosporidium em fezes diarreicas (GIANGASPERO et al. 2006), os 

hospedeiros podem ser assintomáticos ou apresentarem quadros leves (RYAN et al., 
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2014).  Em indivíduos imunocompetentes a doença é auto limitante, entretanto em 

imunocomprometidos os sintomas podem ser mais graves e prolongados. Em 

pacientes HIV positivos, por exemplo, a infecção pode ser extra intestinal, afetando a 

vesícula biliar, pâncreas e sistema respiratório (RYAN, HIJJAWI, 2015).  

O diagnóstico das infecções por Cryptosporidium spp. pode ser realizado 

por técnicas de coloração de amostras fecais, como verde malaquita (ELLIOT et al., 

1999) e ácido-resistente (CARDOZO et al., 2008),que por serem trabalhosas e 

onerosas podem ter seu uso minimizado em rotina de laboratórios de análises clínicas, 

(GOMES et al., 2004; GARCIA, 2007; GARCIA, 2009). Assim, técnicas microscópicas 

são as mais utilizadas e que apresentam menor custo e podem consistir na detecção 

de oocistos após flotação e centrífugação em solução de Sheather (TEIXEIRA et al., 

2011).  

O TF-Test ou Three Fecal Test, que tem como base o princípio de 

centrífugo-sedimentação com formalina-acetato de etila (GOMES et al., 2004) é uma 

técnica microscópica que, por permitir um único processamento laboratorial de três 

amostras fecais obtidas em dias alternados, apresente um diagnóstico mais eficaz 

(CARVALHO et al., 2012). 

Desde o seu desenvolvimento, o TF-Test tem passado por melhorias e 

adaptações: como adição de uma segunda etapa de centrifugação para promover 

uma maior redução na quantidade de detritos fecais e maior concentração de 

estruturas parasitárias, originando assim a técnica de TF-Test Modified (CARVALHO 

et al., 2016); e a sua adaptação para o diagnóstico de parasitos intestinais de animais,  

dando origem a novas técnicas para o exame coproparasitológico na área de medicina 

veterinária, como a técnica de TF-Test Coccidia (INÁCIO et al., 2016), que  foi validada 

para análise microscópica de amostras fecais de bovino para otimizar o diagnóstico 

do protozoário do gênero Cryptosporidium spp. 

Neste contexto, devido a necessidade do desenvolvimento de uma técnica 

mais sensível, prática e economicamente viável para a rotina laboratorial, neste 

projeto o objetivo foi detectar por meio das técnicas TF-Test Coccidia e RCP,  a 

ocorrência  do Cryptosporidium spp. e da Giardia spp. em crianças de pré-escola e 

seus respectivos cães (Canis familiaris) do Município de Araçatuba, São Paulo, de 

maneira inédita na literatura consultada.  
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2.2. Material e métodos 

 

2.2.1. Comitê de ética  

 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) e 

Comitê de Ética em Pesquisa – Humanos da Faculdade de Odontologia de Araçatuba 

e da Faculdade de Medicina Veterinária de Araçatuba (FMVA) UNESP, Campus de 

Araçatuba, processo FOA n° 2012-01343 e n° 06794212.9.1001.5420. 

 

2.2.2. População de estudo: crianças e seus respectivos cães 

 

A amostragem mínima necessária para a execução deste projeto, no nível 

de confiança de 95% e com precisão absoluta de 10%, foi calculada em 96 amostras, 

usando uma proporção populacional de 50% (LWANGA, LEMESHOW, 1991). Como 

margem de segurança, foram coletadas 100 amostras fecais de crianças provenientes 

do Município de Araçatuba (SP). 

 

2.2.3. Caracterização do sujeito amostral 

 

De acordo com a análise descritiva dos dados, observou-se que das 100 amostras de 

crianças examinadas, 60,00% (60/100) eram do gênero masculino e 40,00% (40/100) 

do feminino, sendo 65,00% (65/100) com idade igual ou menor a três anos de idade e 

35,00% (35/100) maior que três anos. 

Das 32 amostras de cães que foram analisadas, 81,25% (26/32) eram 

fêmeas, 18,75% (6/32) machos, 6,25% (2/32) com faixa etária inferior ou igual a um 

ano de idade e 93.75% (30/32) acima desta faixa etária. 

 

2.2.4. Colheita e conservação das amostras 

 

Para obtenção das amostras, foram realizadas reuniões com as diretoras 

de escolas de educação infantil do município de Araçatuba, SP, pais ou responsáveis 

das crianças para esclarecimento do projeto em questão e obtenção de autorização 

da participação de cada indivíduo, como também para a distribuição e recolhimento 

dos Kits.  
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 Levando em consideração a irregularidade de eliminação de oocistos de 

Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. (GARCIA, 2007, 2009; CDC, 2016), 

amostras fecais foram coletadas em três dias alternados e acondicionadas 

simultaneamente, nos tubos do kit TF-TEST e também no pote coletor universal que 

continha dicromato de potássio. As amostras coletadas no kit TF-Test foram utilizadas 

para processar a técnica parasitológica TF-Test Coccidia e as amostras armazenadas 

no pote coletor universal foram purificadas por centrífugo-sedimentação com 

água/acetato de etila com posterior extração de DNA e análise molecular. 

 

2.2.5. Processamento das amostras fecais  

 

Para a identificação das estruturas de resistência do parasito e estudo 

estatístico de avaliação comparativa entre técnicas, além da técnica de TF-Test 

Coccidia, foi empregada uma técnica consagrada pela literatura científica: Nested-

PCR. 

 

2.2.6. Técnica de TF-Test Coccidia 

 

Esta técnica foi composta das seguintes etapas:  

Em uma estante apropriada acondicionaram-se três tubos coletores-

usuário padrão TF-Test Coccidia, agitando cada um deles vigorosamente por 30 

segundos com o uso de equipamento tipo vórtex em 3000 rpm (rotações por minuto); 

posteriormente, adicionou-se em um dos tubos 25 μL de solvente orgânico surfactante 

(detergente neutro incolor) e 3 mL do reagente químico acetado de etila pró-análise 

(Fórmula C4H8O2).  

Em seguida, os tubos foram fechados com as suas tampas e agitados 

vigorosamente por 30 segundos com o uso de equipamento tipo vórtex (3000 rpm); 

seguido da retirar das tampas dos tubos e conecção a uma peça denominada conjunto 

processador, composta por conjunto de filtros e tubo de centrifugação unificados.  

Este conjunto foi centrifugado por dois minutos a 500 x g (gravitational 

force, em inglês) e, após esta centrifugação, desacoplou-se cuidadosamente o tubo 

de centrifugação do conjunto de filtros e tubos coletores-usuários.  

A seguir, decantou-se o líquido sobrenadante do tubo de centrifugação, de 

modo a deixar cerca de 500 μL de sedimento no fundo cônico deste tubo; a este 
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sedimento, adicionou-se cerca de 250 μL de água tratada e homogeneizou-se 

manualmente todo material, proporcionando a formação de uma suspensão fecal, da 

qual com um auxílio de uma pipeta automática, resgatou-se 150 μL que foram 

transferidos a um tubo de colheita padrão TF-Test Coccidia.  

Posteriormente, adicionou-se sobre este material uma gota de detergente 

neutro incolor e homogeneizou-se manualmente toda suspensão a qual foram 

adicionadas 3 mL de solução neutra de formalina, seguida de homogeneização 

vigorosa por um tempo de 30 segundos no equipamento tipo vórtex.  

Na sequência, adicionou-se sobre este material 3 mL do reagente químico 

acetato de etila e agitou-se novamente por mais 30 segundos no equipamento tipo 

vórtex.  

Logo após, centrifugou-se este tubo contendo todo material 

homogeneizado a 333 x g por um minuto; e após esta centrifugação, decantou-se o 

material sobrenadante com o uso de pipeta até proporcionar uma pequena alíquota 

de suspensão na parte inferior demarcada do tubo.  

Transferiu-se 25 μL deste material para uma lâmina de microscopia; sendo 

após, acrescentado sobre a alíquota da lâmina 25 μL da composição corante 

desenvolvida e padronizada no estudo (25μL de solução de iodo D’Antony modificado 

para 50μL do corante Tricrômico modificado).  

Por último, foi feito um esfregaço fecal deste material ao qual é sobreposta 

uma lamínula para a leitura em microscopia óptica de luz convencional, com 

ampliação de 20x e posteriormente 40x (INÁCIO et al., 2016). 

 

2.2.7. Extração de DNA  

 

A extração de DNA foi realizada com utilização do Quick-DNA Fecal/Soil 

Microbe Miniprep Kit (Zymo Research Corp, Irvine, CA, USA), de acordo com 

protocolo sugerido pelo fabricante. 
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2.2.8. Caracterização molecular  

 

2.2.8.1. PCR para Cryptosporidium spp. 

 
Para amplificação de fragmentos do gene da subunidade 18S do rRNA foi  

utilizada a técnica de nPCR, com os primers 5’ TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3’ 

(Primer 1) e 5’ CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’ (Primer 2) para a reação 

primária, com 1325 pares de base (pb) e 5’ GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA 

AG 3’ (Primer 3)  e 5’ AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A 3’ (Primer 4) para a 

reação secundária (826-840 pb). Para realização das seguintes condições de reação, 

foi preparada uma solução com volume final de 26.1µL. Para a reação primária foi 

utilizado: 22,5 µL de Platinum® PCR SuperMix, 0,5 µL do Primer 1, 0,5 µL do Primer 

2, 0,1 µL MgCl2 e 2,5 µL do DNA alvo. Para a reação secundária foi utilizado: 22,5 µL 

de Platinum® PCR SuperMix, 0,5 µL do Primer 3, 0,5 µL do Primer 4, 0,1 µL MgCl2 e 

2,5 µL do DNA alvo. As amostras foram  submetidas à desnaturação inicial do DNA a 

94º C por três minutos, seguida de 34 ciclos, cada um consistindo em desnaturação 

por 45 segundos a 94º C, 45 segundos de anelamento a 55ºC e 60 segundos de 

extensão a 72º C, com extensão final a 72ºC por sete  minutos (XIAO et al., 2000). O 

DNA genômico de C.parvum e água ultrapura, foram  utilizados como controles 

positivo e negativo, respectivamente. Os fragmentos amplificados foram submetidos 

a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed® (Biotium) e visualizados 

em transiluminador de luz ultravioleta. 

 

2.2.8.2. PCR para Giardia spp. 

 

A caracterização genética de Giardia foi realizada por meio da reação em 

cadeia pela polimerase (nPCR) utilizando o gene SSU rRNA em todas as amostras 

fecais (HOPKINS et al., 1997; APPELBEE et al., 2003). A reação com o gene ssu 

rRNA foi feita com a utilização de 12,5 μL de JumpStart Taq ReadyMix® (Sigma-

Aldrich), 5% de DMSO, 400 nM de cada oligonucleotídeo iniciador, 2,5 μL e 1 μL de 

DNA nas reações primária e secundária, respectivamente, e a quantidade de água 

ultrapura necessária para completar o volume final de 25 μL de solução. As amostras 

foram submetidas à desnaturação inicial do DNA a 94º C por 3 minutos, seguida de 

39 ciclos de desnaturação por 30 segundos a 94º C, anelamento por 30 segundos a 



27 
 

58ºC e extensão por 60 segundos a 72º C, com extensão final a 72ºC, por 7 minutos. 

Na reação secundária a temperatura de anelamento foi de 57ºC. Como controles 

positivo e negativo foram utilizados DNA genômico de Giardia duodenalis e água 

ultrapura, respectivamente.  

 

2.2.9. Análise estatística 

 

A análise estatística consistiu de estatística descritiva e inferencial, 

utilizando o teste de McNemar para comparar a proporção de resultados positivos das 

técnicas e coeficiente de concordância Kappa. As estatísticas foram consideradas 

significativas quando p<0,05.  

 

2.3. Resultados 

 

Por meio da técnica parasitológica TF-Test Coccidia, foram positivos para 

protozoários intestinais 35,00% (35/100) das crianças e 3,13% (1/32) dos cães. 

Em relação aos resultados positivos das crianças no TF-Test Coccidia, 

apenas 14,29% (5/35) estavam relacionados com um resultado positivo para 

Cryptosporidium spp., sendo que a maioria, 85,71% (30/35), foram positivos para 

Giardia (Tabela 1). 

Nos exames parasitológicos dos cães, nenhum cão foi considerado positivo 

para Cryptosporidium spp., mas um animal, 3,13% (1/32), foi considerado positivo 

para Giardia spp. 

Pela técnica molecular, 3,00% (3/100) das crianças foram consideras 

positivas para Cryptosporidium spp. e 35,00% (35/100) foram diagnosticadas com 

Giardia spp. No caso dos cães, apenas 6,25% (2/32), foram considerados positivos 

para Giardia spp. por esta técnica molecular. 
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Tabela 1. Parasitos identificados nas crianças pela técnica parasitológica TF-Test 

Coccidia. 

Parasito Número % 

Cryptosporidium spp. 5 14,29 

Giardia spp. 30 85,71 

Total 35 100 

Fonte: Elaborada pelo Autor 

 

A proporção de resultados positivos para detecção de Cryptosporidium spp. 

entre as técnicas de diagnóstico TF-Test Coccidia e RCP não apresentou diferença 

significativa (p>0,05) (Tabela 2). Em relação à concordância da técnica microscópica 

quando comparado a RCP para os resultados desse protozoário, o coeficiente Kappa 

foi de 0,2201. 

 

Tabela 2. Número de crianças positivas e negativas para Cryptosporidium spp. pelo 

TF-Test Coccidia de acordo com a RCP. 

TF-Test Coccidia 
RCP 

Total 
Positivo Negativo 

Positivo 1 4 5 

Negativo 2 93 95 

Total 3 97 100 

*Teste de McNemar (p = 0.6875) 
   

Fonte: Elaborada pelo Autor 

 

No caso da proporção de resultados positivos entre as técnicas de 

diagnóstico TF-Test Coccidia e RCP para detecção de Giardia spp., observou-se 

também que os resultados não tiveram diferença significativa (p>0,05) (Tabela 3) e 

quanto à concordância da técnica microscópica quando comparado a PCR para este 

protozoário, o coeficiente Kappa foi de 0,4318. 
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Tabela 3. Número de crianças positivas e negativas para Giardia spp. pelo TF-Test 

Coccidia de acordo com a RCP. 

TF-Test Coccidia 
RCP 

Total 
Positivo Negativo 

Positivo 20 10 30 

Negativo 15 55 70 

Total 35 65 100 

*Teste de McNemar (p = 0.4237) 
   

Fonte: Elaborada pelo Autor 

 

2.4. Discussão 

 

Pela primeira vez, Cryptosporidium spp. e a Giardia spp. foram detectados 

em crianças de pré-escola e seus respectivos cães (Canis familiaris) por meio da 

técnica TF-Test Coccidia e da PCR.  

No nosso estudo, apenas 5% das amostras de fezes de crianças e 0% das 

dos cães examinados pelo TF-Test Coccidia foram consideradas positivos para o 

protozoário Cryptosporidium spp. Enquanto que 30,00% das crianças e 3,13% dos 

cães apresentaram positividade microscópicas para Giardia. O fato de existir essa 

diferença entre a detecção dessas duas doenças pela mesma técnica, não quer dizer 

que a técnica apresente um desempenho melhor para pesquisa de um parasito e pior 

para outro. 

Como podemos verificar na literatura, o protozoário do gênero 

Cryptosporidium tem distribuição mundial e sua prevalência na Ásia, África e América 

Latina está entre 5 a 10% (WHITE, 2010). No Brasil, estudos já demostraram que a 

prevalência desse coccídio em crianças pode ser baixa, como ao redor de 1,10% 

(OSHIRO et al., 2000), o que mostra que nossa proporção de resultados positivos 

para essa doença condiz com o que a literatura nos traz. Além disso, o TF-Test 

Coccidia, para detecção de Giardia, também mostrou resultados semelhantes com a 

prevalência da giardíase em humanos relatada em outros estudos, que varia entre 0,4 

e 7,5% em países desenvolvidos e se encontra entre 8 a 30% em países em 

desenvolvimento (FENG E XIAO, 2011; DI CRISTANZIANO et al., 2014).  

Em relação aos nossos resultados dos cães, não detectamos nenhum 

animal positivo para Cryptosporidium. A literatura mostrar que a prevalência desse 
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coccídio em cães varia de 1% (BRESCIANI et al., 2008) a 26,2% (MOREIRA et al., 

2018).  O fato dessa doença acometer, principalmente, filhotes e animais idosos e 

associar-se a doenças imunossupressoras (THOMAZ et al., 2007), pode explicar essa 

nossa ocorrência, uma vez que a população de cães do nosso estudo apresentava 

em sua maioria faixa etária adulta. Por outro lado, a proporção 3,13% (1/32) dos 

animais que foram considerados positivos para Giardia por esta nova técnica 

parasitológica, mostra que esse resultado corrobora com outros achados no Brasil, no 

qual estudos mostram que o índice de prevalência dessa doença pode variar entre 0,8 

a 41% (MUNDIM et al., 2003; DAVID et al., 2015).  

Apesar dos resultados de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. do TF-Test 

Coccidia apresentarem, respectivamente, sofrível e regular concordância com os 

resultados da PCR, de acordo com os critérios sugeridos por Pereira (2001), ao se 

comparar a proporção de resultados positivos entre as duas técnicas de diagnóstico 

estudadas, por meio do teste de McNemar, pode-se notar que as técnicas não 

apresentaram diferença significativa entre si (p<0,05). 

Com a utilização da nova técnica parasitológica TF-Test Coccidia foi 

possível detectar parasitos intestinais relevantes do ponto de vista de saúde pública, 

como Cryptosporidium spp. em crianças e Giardia em crianças e cães. Este é um fato 

importante considerando que desde 2004 a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

incluiu a giardíase e a criptosporidiose entre as doenças negligenciadas no mundo 

(SAVIOLI et al., 2006). 

Outro aspecto que deve ser levado em consideração é que a 

Cryptosporidiose e outras parasitoses intestinais, como Giardiase relatadas como 

endêmicas em crianças que frequentam creches em países desenvolvidos e 

emergentes (CORDELL E ADDISSI 1994), apresentaram prevalência compatível com 

a literatura em nosso estudo, que usou essa amostra populacional, inferindo-se que a 

Técnica TF-Test Coccidia apresenta-nos resultados confiáveis e importantes para 

mostrar a realidade das crianças e seus respectivos cães em relação a essas 

infecções. 

Em vista desses resultados apresentados, e somado ao fato de que a 

avaliação/diagnóstico clínico de parasitose intestinal não nos permite ter um 

diagnóstico conclusivo (BERGQUIST et al., 2009) mas uma suspeita de doença, 

percebe-se a necessidade da adoção e implementação de exames parasitológicos 

que possam nos auxiliar nessas situações, mostrando diferentes e possíveis  
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estruturas parasitárias que podem ser encontradas nos pacientes e com isso chegar 

em um diagnóstico definitivo (GARCIA 2010, 2018). 

De maneira satisfatória, pela nova técnica parasitológica TF-Test Coccidia 

foram demonstrados resultados bons e condizentes com a literatura, como também 

características positivas por unir uma série de fatores que possibilitaram um 

diagnóstico mais prático e preciso. 

Diferente de outras técnicas, nas quais os exames parasitológicos eram 

feitos com apenas uma única amostra de fezes do paciente, o TF-Test Coccidia 

apresenta melhor desempenho por processar juntas, de uma só vez, três amostras 

fecais, coletadas em dias alternados, aumentando, desta forma, as chances de 

propiciar diagnósticos corretos, potencializando a confiabilidade dos resultados 

(NAZER et al., 1993; HIATT et al., 1995) e evitando problemas como na variação da 

intensidade das infecções parasitárias dos indivíduos e na eliminações intermitentes 

de estruturas nas fezes por alguns parasitos, como a Giardia (CDC, 2015). 

Além disso, o seu procedimento de dupla filtragem por meio da centrífugo-

sedimentação possibilitou a eliminação do excesso de material fecal (impurezas) 

separando as estruturas parasitárias e tornando assim o sedimento mais rico com os 

mesmos, o que facilmente foi verificado pela microscopia. Assim, a dificuldade de 

leitura das lâminas e identificação das estruturas parasitárias, que podem apresentar 

fatores confundidores gerando resultados falso-positivos (MEIRELES, 2010), foram 

diminuídas.  

Dessa forma, foi verificado que a técnica parasitológica TF-Test Coccidia 

apresentou boa concentração e morfologia dos parasitos encontrados, com baixa 

quantidade de debris no esfregaço fecal. 

 

2.5. Conclusão 

 

Pela primeira vez foram detectados os protozoários Cryptosporidium spp. 

e Giardia spp. em crianças de pré-escola e seus respectivos cães (Canis familiaris) 

por meio da técnica TF-Test Coccidia e PCR.  
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