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Diagnostico de criptosporidiose em amostras fecais de bezerros por imunofluorescéncia
direta e microscopia de contraste de fase

Diagnosis of cryptosporidiosis in fecal samples of calves using direct immunofluorescence
and phase contrast microscopy
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comparar
as técnicas de imunofluorescéncia direta (IFD) e a microscopia
de contraste de fase em solucdo de Sheather (MCF), para
deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais de bezerros. A determinagdo dos limiares deteccdo da
IFD e da MCF foi realizada utilizando cinco aliquotas de uma
amostra fecal de bezerro, comprovadamente negativa para
Cryptosporidium spp., adicionadas com diferentes quantidades
de oocistos de Cryptosporidium parvum. Ao exame das 5
aliquotas, a IFD e a MCF apresentaram, respectivamente,
limiares de deteccdo de 3,3x10* (duas aliquotas positivas) e
3,3x10° oocistos (1 aliquota positiva) por grama de fezes. Foram
também realizadas a comparagéo entre a positividade obtida
e uma analise semiquantitativa do nimero de oocistos
observados por campo de microscopia, em ambos os métodos,
em 300 amostras fecais de bezerros. Entre as 300 amostras,
19,7% (59/300) foram positivas pela IFD, com diferenca
estatisticamente significante (P=0,0098) quando comparada
com a positividade obtida pela MCF, que foi de 11,7% (35/
300). As amostras positivas foram submetidas a reagdo em
cadeia da polimerase para amplificacdo de fragmentos da
subunidade 18S do rRNA, com posterior sequenciamento dos
fragmentos amplificados, o que permitiu a identificagcdo de
Cryptosporidium andersoni em 11,9% (7/59) e de C.parvum
em 88,1% (52/59) das amostras. Os resultados observados
comprovam que a IFD foi mais eficiente que a MCF para
deteccéo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais de bezerros.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp., oocistos, fezes,
Sheather.

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 from calves. The
determination of the thresholds of detection of DIF and PCM
was performed using five aliquots of a fecal sample from a calf
negative for Cryptosporidium spp. oocysts, spiked with different
amounts of Cryptosporidium parvum oocysts. The screening of
the five aliquots revealed that the DIF and MCF showed
respectively, detection thresholds of 3.3x10* (2 positive aliquots)
and 3.3x10° (1 positive aliquot) oocysts per gram of fecal
sample. Further analyses were accomplished in order to
compare the positivity results and to determine semi-
quantitatively the number of oocysts per field of microscopy, in
both methods, in 300 fecal samples from calves. Among the
300 samples, 19.7% (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 11.7% (35/300).
The positive samples were submitted to the nested-PCR assay
for amplification of fragments of the 18S subunit of rRNA,
following sequencing of amplified fragments, allowing the
identification of Cryptosporidium andersoni in 11.9% (7/59)
and C. parvum in 88.1% (52/59) of the samples. The present
results indicate that the DIF was more effective than PCM in
the detection of Cryptosporidium in fecal samples from calves.

Key words: Cryptosporidium spp., oocysts, feces, Sheather.

INTRODUCAO

Parasitos do género Cryptosporidium sio
coccidios reconhecidos como importantes patdogenos
causadores de diarréia em vertebrados, incluindo
bovinos € 0 homem (FAYER etal., 2000). Em bovinos, os
bezerros neonatos sdo mais suscetiveis a infecgdo clinica,
sendo os animais adultos acometidos por infec¢des de
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natureza assintomadtica ou associadas a sintomas
clinicos de pouca gravidade (O’DONOGHUE, 1995).
Os bovinos podem ainda atuar como reservatorios de
Cryptosporidium parvum, espécie que apresenta
potencial zoonoético (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 72,1%, em muitos casos com presenca de diarréia,
associada ou ndo a outros agentes etiologicos
(GARCIA & LIMA, 1994; SOUZA & LOPES, 1995;
FEITOSA etal.,2004; LANGONI etal.,2004; OLIVEIRA-
FILHO etal.,2007; CARDOSO etal., 2008; FEITOSA et
al., 2008).

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

O objetivo deste experimento foi comparar
atécnica de imunofluorescéncia direta (IFD), realizada
com conjugado contendo anticorpos policlonais anti-
C. parvum, e a microscopia com contraste de fase em
solugdo de Sheather (MCF), para detecgdo de oocistos
de Cryptosporidium sp. em amostras fecais de bezerros
com faixa etaria entre uma semana e quatro meses de
idade.

MATERIAL E METODOS

Os limiares de detecgdo da IFD e da MCF
foram determinados a partir de uma amostra fecal ndo
diarréica de um bezerro com quatro meses de idade,
comprovadamente negativa para Cryptosporidium
spp., por meio de MCF e da reagdo em cadeia da
polimerase (nested PCR) para amplificagdo de
fragmentos da subunidade 18S do rRNA (XIAO etal.,
2000). Foram preparadas cinco aliquotas de 3g,
adicionadas de 10% 10°, 10%, 10°e 10° oocistos de C.
parvum e posteriormente submetidas a centrifugo-
sedimentag@o em agua éter (MELONI & THOMPSON,
1996). A partir de cada aliquota, foram feitas dez laminas:
cinco para exame por [FD e cinco para MCF. Em cada
lamina, foram visualizados 80 campos de microscopia
(aumento de 400x), totalizando 400 campos por aliquota.

Em outro momento, foi realizada a detec¢do
de oocistos de Cryptosporidium spp., por IFD ¢ MCF,
em 300 amostras fecais de bezerros, com faixa etaria de
1 semana a 4 meses de idade, provindas de 37

propriedades leiteiras de municipios da regido noroeste
do Estado de Sdo Paulo. As amostras fecais foram
submetidas a centrifugo-sedimentacdo em agua/éter e
divididas em duas aliquotas, sendo que uma foi diluida
em formol tamponado 10% (proporg¢do de 1:3), para
utilizagdo em IFD, e a outra em bicromato de potassio
5% (propor¢do de 1:3), posteriormente utilizada em
MCEF. As aliquotas diluidas foram armazenadas a 4°C,
até o momento da analise.

As laminas utilizadas para IFD foram
previamente tratadas com polilisina diluida na
proporgao de 1:20 em agua deionizada (ARROWOOD
etal., 1991). Sobre a lamina, foram adicionados 25uL da
amostra diluida em formol, deixando secar totalmente
em temperatura ambiente. Apos, foram adicionados
25uL do conjugado composto por IgG policlonal de
coelho anti-C. parvum marcada com isotiocianato de
fluoresceina (produzido no laboratério de
Ornitopatologia da UNESP, campus de Aragatuba, SP)
diluido na proporg¢do de 1:80 em PBS 0,01M,pH 7,2 ¢
4,6-diamidino-2-phenilindole - DAPI, (50uL de DAPI a
2mg mL™" para 50mL de PBS 0,01M, pH 7,2), com
incubagdo da lamina a 37°C, por 30min, em camara
umida. Ao término da incubagdo, 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 a 0,1mg mL™'. A visualizagdo dos
oocistos 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. A reacdo foi considerada positiva quando foi
observada fluorescéncia de cor verde brilhante, emitida
principalmente da parede de estruturas com morfologia
e morfometria compativeis com oocistos de
Cryptosporidium spp., eventualmente com
evidenciagdo de sutura.

Para preparacao das laminas utilizadas para
MCF, os sedimentos fecais foram lavados por
centrifugagdo com agua deionizada para retirada do
bicromato de potassio e, posteriormente, diluidos nesse
mesmo tipo de agua, na proporg¢do de 1:3. Sobre cada
lamina, foram adicionados 25uL da amostra e 25uL de
solugdo de Sheather, homogeneizando e finalizando a
montagem com uma laminula. As ld&minas foram
consideradas positivas quando estruturas com
morfologia e morfometria compativeis com oocistos de
Cryptosporidium spp. foram visualizadas como
estruturas com brilho caracteristico, contra um fundo
escuro, eventualmente com pontos escuros em seu
interior. A visualizag@o dos oocistos foi realizada em
um microscopio Olympus BX-50, com objetiva de
contraste de fase, em aumento de 400x.
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Ambeas as técnicas (IFD e MCF) foram
realizadas em duplicata, com observagao de 400 campos
de microscopia por lamina. A positividade das amostras
fecais foi confirmada de acordo com SMITH etal. (2002),
por meio de visualizagdo das estruturas internas dos
oocistos em microscopia com contraste diferencial de
fase (Nomarsky) ou por visualizagdo do nucleo dos
esporozoitos corados com DAPI. Em todas as amostras
positivas na IFD e/ou MCF, foram realizadas analises
semiquantitativas do niimero de oocistos observados
por campo de microscopia (aumento de 400x), segundo
protocolo descrito por FERES et al. (2009), com algumas
modificacdes: 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).

Para identificagdo das espécies de
Cryptosporidium presentes nas amostras fecais dos
bezerros, todas as amostras positivas pela microscopia
foram submetidas a extragdo de DNA (MEIRELES et
al., 2007) para realizagdo da nested PCR. Para isso, foram
utilizados primers especificos para amplificagdo de
sequéncia do gene da subunidade 18S do rRNA (XIAO
et al., 2000) e sequenciamento dos fragmentos
amplificados no Centro de Sequenciamento e Gendmica
Funcional da UNESP, Campus de Jaboticabal,
utilizando o “ABI Prism® Dye Terminator 3.1, em
sequenciador automatico ABI 3730XL. Agua ultrapura
foi utilizada em lugar de DNA-molde, em reagdes-
controle negativas, e DNA de Cryptosporidium galli
foi utilizado como molde em reagdes-controle positivas.

Foi calculado o intervalo de confianga do
numero de oocistos de C. parvum encontrados nas
laminas de IFD e MCEF, preparadas a partir das cinco
aliquotas adicionadas de oocistos. Para determinag@o
da significancia estatistica dos resultados de
positividade e do numero de oocistos observados nas
diferentes aliquotas, quando submetidas as duas
técnicas de diagnostico, foram utilizados,
respectivamente, o teste exato de Fisher e o 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
e o indice Kappa (K) foi determinado para verificar a
concordancia entre os dois testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A MCEF ¢ pouco utilizada para pesquisa de
oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais,
apesar de ser considerada um método rapido e eficiente
e de ndo promover alteragdes na morfologia e
morfometria dos oocistos, o que pode ser observado
em técnicas de coloragdo (WILSON & ACRES, 1982;

MEIRELES & FIGUEIREDO, 1992). Essas técnicas ainda
apresentam as desvantagens de baixa sensibilidade e
de eventuais resultados falso-positivos (CASEMORE,
1991; WEBER et al., 1991). Devido a essas
caracteristicas, foi realizada a comparagdo com a IFD,
que apresenta melhor sensibilidade e especificidade
que as técnicas convencionais de coloracao utilizadas
para visualizagdo microscopica de oocistos (STIBBS
& ONGERTH, 1986; ARROWOOD & STERLING, 1989;
WEBER etal., 1991; ALLES etal., 1995).

As aliquotas fecais inoculadas com oocistos
de C. parvum e as amostras de bezerros infectados,
quando analisadas pela IFD, apresentaram,
respectivamente, limiar de detec¢@o mais baixo e maior
positividade que a MCF. Com a utilizacdo dessas
técnicas, foi possivel obter positividade,
respectivamente, em 40% (2/5) das laminas contendo
10* e em 20% (1/5) das 1aminas contendo 10° oocistos
de C. parvum, em 3g de fezes. Os valores de
porcentagem de laminas positivas, o nimero de
oocistos encontrados e o intervalo de confianga,
obtidos pela IFD e MCF nas aliquotas fecais
inoculadas com oocistos de C. parvum, estio descritos
natabela 1.

As técnicas mais utilizadas para detecgdo
de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais s@o as de Kinyoun e Ziehl Neelsen modificada,
porém apresentam baixa sensibilidade, conforme
demonstrado por WEBER et al. (1991), que relataram
100% de detecc@o de oocistos de C. parvum na
presenca de 5x10° e 5x10* oocistos por grama de fezes
humanas ndo diarréicas, respectivamente, com
utilizagdo das técnicas de Kinyoun e
imunofluorescéncia indireta. Na presente pesquisa, a
IFD e a MCF apresentaram 100% de detec¢do em
amostras contendo respectivamente 10° e 10° oocistos
presentes em trés gramas de fezes ndo diarréicas, ou
seja, 3,3x10* e 3,3x10° oocistos por grama de fezes,
respectivamente para [IFD e MCF (Tabela 1).

Em amostras de fezes de 300 bezerros, foi
observada positividade em 19,7% (59/300) das
amostras, sendo 11,7% (35/300) positivas em ambas as
técnicas e 8% (24/300) positivas apenas pela IFD, com
diferenca estatisticamente significativa pelo teste de
Qui-Quadrado (P<0,05). Esse resultado demonstra que
a imunofluorescéncia de fato apresenta maior
sensibilidade que técnicas ndo imunoldgicas de
visualizagdo microscépica (ALLES et al., 1995;
JOHNSTON etal., 2003).

O grau de concordancia entre os resultados
da IFD e MCF foi de 92% (K=0,7, nivel de confianga=
95%), considerado como bom (CONRATHS &
SCHARES, 2006). O calculo da especificidade e
sensibilidade dos dois métodos ndo foi realizado devido
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Tabela 1 - Porcentagem de positividade, média, total de oocistos observados e intervalo de confianga calculado para as cinco repetigdes de
cada aliquota de amostras fecais adicionadas de oocistos, em ldminas examinadas por imunofluorescéncia direta (IFD) e

microscopia de contraste de fase (MCF).

MCF
Total
escore 1 escore 2 escore 3 escore 4

escore 1 8,6 (3)** - - 2,9 (1) 11,4 (4)

escore 2 11,4 (4) 11,4 (4) - - 22,9 (8)
IFD escore 3 8,6 (3) 20 (7) 2,9 (1) - 31,4 (11)

escore 4 - 17,1 (6) 11,4 (4) 5,7(2) 34,3 (12)

Total 28,6 (10) 48,6 (17) 14,3 (5) 8,6 (3) 100 (35)

* Apresenta diferenca estatisticamente significante entre o nimero de oocistos encontrados na IFD e na MCF (P<0,0001), pelo teste t.
® Apresenta diferenca estatisticamente significante entre a positividade obtida na IFD e na MCF P<0,05), pelo teste de Fisher. IC: Intervalo

de Confianga com nivel de significancia de 95%.

a ndo utilizacdo, neste experimento, de um teste
considerado como padrdo ouro. No entanto, em
comparagdo com a IFD, verificou-se que a MCF
apresentou sensibilidade mais baixa, porém,
especificidade de 100%, evidenciando a sua
confiabilidade para utilizagdo em diagndstico de
criptosporidiose, quando nao ¢ necessario um teste
que tenha a caracteristica de alta sensibilidade,
particularmente em amostras com grande quantidade
de oocistos.

Por meio da nested PCR e sequenciamento
dos fragmentos amplificados, foi constatada a presenca
de C. parvum em 88,1% (52/59) e de Cryptosporidium
andersoni em 11,9% (7/59) 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 etal., 2009; KESHAVARZ et al., 2009). Apesar
de C. andersoni nao ser encontrado com mais
frequéncia em bezerros nas primeiras semanas de vida,
SANTIN etal. (2004), KVAC etal. (2006) e SEVA etal.

(2010) também descreveram sua presenga em amostras
fecais de bezerros dessa faixa etaria. 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 solugdo de Sheather é
menos eficiente para diagnostico dessa espécie do que
para o diagnostico de C. parvum, conforme
demonstrado por KVAC et al. (2003).

Os resultados da andlise semiquantitativa
dos oocistos de C. parvum, presentes nas laminas
simultaneamente positivas na IFD e MCF estdo
relacionados na tabela 2. Na comparagao dos escores
de oocistos, observou-se que a IFD possibilitou a
deteccdo de um maior niimero de oocistos por campo
que a MCF. A analise semiquantitativa dos oocistos
de C. andersoni e C. parvum, presentes nas laminas
que foram positivas somente pela IFD, esta descrita na
tabela 3. Nas amostras de bezerros, foi obtida, pela
MCF, maior positividade naquelas que continham
maiores escores de oocistos (Tabela 2), fato que nio
se repetiu nas ldminas com menores escores, nas quais
a IFD apresentou maior positividade (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 - Analise semiquantitativa* de oocistos de C. parvum presentes nas 35 amostras simultaneamente positivas pela
imunofluorescéncia direta (IFD) e microscopia de contraste de fase em solucéo de Sheather (MCF).

MCF
Total
escore 1 escore 2 escore 3 escore 4

escore 1 8,6 (3)** - - 2,9 (1) 11,4 (4)

escore 2 11,4 (4) 11,4 (4) - - 22,9 (8)
IFD escore 3 8,6 (3) 20 (7) 2,9 (1) - 31,4 (11)
escore 4 - 17,1 (6) 11,4 (4) 5,7(2) 34,3 (12)
Total 28,6 (10) 48,6 (17) 14,3 (5) 8,6 (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.
** %% (niimero de amostras positivas).
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Tabela 3 - Analise semiquantitativa* 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 8,6 (4/7)** - 28,6 (2/7) 14,3 (1/7) 100 (7/7)
C. parvum 88,2 (15/17) 5,9 (1/17) 5,9 (1/17) - 100 (17/17)
Total 79,2 (19/24) 4,2 (1/24) 12,5 (3/24) 4,2 (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.
** 0% (numero de amostras positivas/niimero amostras positivas para C. andersoni ou C. parvum).

CONCLUSAO

A IFD apresentou limiar de detec¢ao mais
baixo que a MCF, tanto em amostras inoculadas com
oocistos como em amostras de bezerros. A MCF pode
ser utilizada para diagnostico de criptosporidiose em
amostras com grande quantidade de oocistos, por ser
de baixo custo, rapida e de fAcil visualizagdo do parasito.
No entanto, em amostras com pequena quantidade de
oocistos ¢ recomendada a utilizagdo da IFD, por
apresentar limiar de detec¢do mais baixo, evitando,
assim, a ocorréncia de diagnostico falso-negativo.
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