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ABSTRACT:-HUBER, F.; BOMFIM, T.C.; GOMES, R.S. [Comparison between the efficiency of the formaldehyde-
ether sedimentation technique and the sugar fluctuation technique for the detection of Giardia sp. cysts and
Cryptosporidium sp. oocysts in fecal samples from calves.] Comparacgio da eficiéncia da técnica de sedimentagio
pelo formaldeido-éter e da técnica de centrifugo-flutuagio modificada na detec¢do de cistos de Giardia sp. e oocistos de
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Thirty one fecal samples were examined using the formaldehyde-ether sedimentation technique and the sugar
fluctuation technique with hypertonic sugar solution, to determine the technique more efficient for the diagnosis of
Cryptosporidum sp. oocysts and Giardia sp. cysts. Using the sugar fluctuation technique, three fecal samples were
positive for Cryptosporidium sp. oocysts. The formaldehyde-ether sedimentation technique failed to detect
Cryptosporidium sp. in all samples. Because of the few positive cases, it was not possible to determine statistical
significance, but the sugar fluctuation technique seems to be more efficient for the detection of Cryptosporidium
oocysts than the formaldehyde-ether sedimentation technique. For Giardia sp. the sugar fluctuation technique
detected 21 positive fecal samples, while the formaldehyde-ether sedimentation technique detected 19 positive
fecal samples. There was a statistically significant difference (p<0.01), thus the sugar fluctuation technique is most
indicated for the diagnose of Giardia sp.
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RESUMO nica da sedimentacdo pelo formaldeido-éter, ndo foram en-
contrados oocistos nas amostras fecais. O pequeno niimero
de amostras positivas ndo permitiu a realizagdo de teste es-
tatistico, apesar disso a técnica de centrifugo-flutuacdo mo-
dificada foi mais eficiente para o diagndstico de
Cryptosporidium sp. que a técnica do formaldeido-éter. Ja,
quanto aos cistos de Giardia sp., observados pela técnica da
centrifugo-flutuacdo modificada 21 amostras resultaram
positivas e 19 pela técnica do formaldeido-éter. Houve uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0.01), sendo a
técnica de centrifugo-flutuacdo modificada mais eficiente
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Giardia pertence aos protozodarios flagelados que habitam
o trato intestinal, parasitando uma grande variedade de hospe-
deiros vertebrados, entre eles o homem. A giardiase, doenga
causada por este protozoario ¢, atualmente considerada uma
doenca re-emergente, devido a um aumento na freqiiéncia da
infec¢do no homem, infectando principalmente criangas ¢ in-
dividuos imunocomprometidos (THOMPSON, 2000).

Cryptosporidium compreende protozoarios pertencentes
ao filo Apicomplexa, sendo que as espécies sdo parasitas das
microvilosidades das células epiteliais do trato gastrointestinal.
A localizagdo deste protozodrio caracteriza-se por ser
intracelular, porém extracitoplasmatico, ocasionando danos
aos microvilos e conseqiiente prejuizo na eficiéncia de absor-
¢do dos nutrientes contidos na luz intestinal, podendo ocasi-
onar quadro clinico de diarréia e ma absor¢do consequiente-
mente gerando prejuizos na produtividade de animais de ex-
ploragdo comercial (FAYER et al., 1997).

Devido a possibilidade de transmissdo zoonotica, a infec-
¢do em ruminantes domésticos, tanto por Giardia sp. quanto
por Cryptosporidium sp. merece atengdo especial, pois estes
sdo responsaveis pela contaminagdo ambiental. Formas
infectantes desses protozoarios podem chegar a fontes de 4gua
através do escoamento das pastagens e a utilizagdo das fezes
dos animais como adubo (OLSON et al., 1995). Epidemias
de doengas intestinais infecciosas transmitidas pela dgua séo
bem documentadas. Enquanto que no inicio da década de 20
os agentes causais predominantes eram Salmonella typhi e S.
paratyphi, nos tltimos 20 anos tem se dado destaque a Giardia,
Campylobcter sp. e Cryptosporidium como importantes cau-
sadores de doengas veiculadas pela agua. (HOAR etal., 2001).

O pequeno tamanho dos oocistos das diversas espécies
do género Cryptosporidium, que medem, aproximadamente
5,3 x 4,6 um, dificulta o diagnoéstico, sendo geralmente ne-
cessario um exame microscéopico realizado por uma pessoa
treinada (IRWIN, 2002). Aliado a este fator estd também o
baixo peso dos oocistos, tornando necessaria a utilizacdo de
cuidados especiais durante o processamento laboratorial, para
que um diagndstico seguro possa ser emitido (ARROWOOD,
1997; O’ DONOUGHUE, 1995).

Diversos métodos de diagnostico para Giardia sp. podem
ser empregados, de acordo com a sensibilidade diagndstica
desejada. Geralmente, o diagndstico depende da visualizagdo
de cistos em amostras fecais, ou de trofozoitas nos aspirados
e conteudo duodenal ou em bidpsias de mucosa intestinal.
Existem também métodos indiretos de diagndstico, através
de testes de imunoabsor¢do de antigenos parasitarios soli-
veis (ELISA) (KULDA; NOHYNKOVA, 1995).

Na década de 80, a maioria dos diagndsticos baseava-se
no exame de esfregacos fecais corados (TZIPORI, 1988), ja
atualmente as técnicas de concentra¢do do material fecal, atra-
vés da flutuacdo mediante utilizagdo de solugdes saturadas
de acgucar, sal ou sulfato de zinco, ou pela sedimentagéo, ge-
ralmente utilizando-se o formaldeido-éter, tém ganhado adep-
tos, por aumentarem as chances de encontrar oocistos ¢ cis-
tos, principalmente em animais assintomaticos, quando com-
parados aos animais sintomaticos (STERLING;
ARROWOOD, 1993). Além das técnicas de concentragéo
aumentarem o numero de oocistos e cistos nas preparagdes,
elas também eliminam a maioria dos detritos fecais e, em al-
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gumas técnicas, apresentam o protozodario inalterado, facili-
tando sua identificacdo (DE CARLI, 1994).

Devido ao pequeno tamanho dos oocistos de
Cryptosporidium, torna-se necessaria uma centrifugagdo de
alta velocidade e por maior tempo, que o utilizado pelas téc-
nicas rotineiras de sedimentagdo fecal. As melhores técnicas
de flutuagdo parecem ser aquelas que utilizam solugdes de
alta gravidade especifica, porém as amostras precisam ser
examinadas logo ap6s o preparo (em 10 minutos), pois os
oocistos encarquilham ou podem colabar quando expostos
por mais tempo a solucdo saturada (O’ DONOUGHUE, 1995).

Ja a técnica de formaldeido-éter, possui a vantagem de
retirar as gorduras e as fibras presentes nas fezes, sendo reco-
mendada principalmente para o diagndstico de protozoarios
em amostras fecais de bezerros (FAYER et al., 1997).

Estudos comparativos entre as técnicas de centrifugo-
flutuagdo modificada e do formaldeido-éter, para o diagnds-
tico de Cryptosporidium sp., t€ém apresentado resultados
conflitantes. Sendo que alguns autores ndo encontraram di-
ferencas significativas (ANDERSON, 1983) enquanto outros
relatam maior eficiéncia para a centrifugo-flutuacido modifi-
cada (GARCIA et al., 1983) ou para a sedimentacdo com
formaldeido-éter (MTAMBO et al., 1992).

O objetivo do presente trabalho foi comparar a eficiéncia
das técnicas de sedimentagdo em formaldeido-éter e do cen-
trifugo-flutuacdo modificado para o diagndstico de cistos de
Giardia sp. e oocistos de Cryptosporidium sp. em amostras
fecais de bezerros.

Foram coletadas 31 amostras fecais de bezerros com me-
nos de trés meses de idade. No laboratério, as fezes foram
homogeneizadas com 4gua destilada e filtradas em tamis de
plastico descartaveis contendo uma gaze. Apds esta filtragem,
o material fecal foi colocado em dois tubos de ensaio conico
de 15 ml e centrifugado a 402,28¢g por 10 minutos. Posterior-
mente, desprezou-se o sobrenadante e do sedimento de um
dos tubos foi realizada a técnica do centrifugo-flutuagdo mo-
dificada e com o sedimento do outro, a técnica da sedimenta-
¢do pelo formaldeido-éter.

Para a técnica do centrifugo-flutuagdo modificado
(FIGUEIREDO et al., 1984), no sedimento fecal foi adicio-
nada solugdo saturada de agucar (330 ml de agua destilada e
500g de agucar) e apos ser homogeneizado, o material foi
centrifugado a 402, 28g por cinco minutos. Logo apos, o
tubo foi completado com solugdo de agucar ¢ coberto com
laminula, ficando em repouso por trés minutos. A laminula
foi montada sobre uma lamina de vidro e examinada em mi-
croscopio Optico com e sem contraste de fase.

Para a realizagdo da técnica de sedimentacdo pelo
formaldeido-éter, segundo protocolo de Arrowood, (1997) o
sedimento fecal do segundo tubo foi transferido para um tubo
de vidro com capacidade para 14 ml. Foram adicionados 10
ml de formol a 10% ao sedimento e apds um descanso de
pelo menos 20 min foram acrescentados 4 ml de éter. O tubo
foi tampado e agitado vigorosamente. O tubo foi destampa-
do, para permitir a diminui¢éo da pressdo interna, sendo tam-
pado novamente para ser centrifugado a 402,28 g por 10 mi-
nutos. Apos a centrifugacio o sobrenadante foi desprezado
sendo uma gota o sedimento montado sobre ldmina de vidro,
coberta com laminula e visualizado em microscopio optico
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com e sem contraste de fase. Em ambas as técnicas o exame
das laminas foi feito com objetiva de 40x e confirmagao do
diagnéstico com objetiva de 100x.

Para a analise estatistica dos resultados foi utilizado o tes-
te Fisher exato. O programa estatistico utilizado foi Statcalc
do Epinfo, programa de analises epidemiologicas do Center
of Disease Control and Prevention (DEAN et al., 2000).

Dos 31 exames fecais examinados para cistos de Giardia,
19 amostras foram positivas e 10 amostras negativas em ambas
as técnicas. Duas amostras foram positivas apenas na técnica
da centrifugo-flutuagcdo modificada.

Quanto a detec¢do de oocistos de Cryptosporidium sp.,
das 31 amostras, 28 resultaram negativas em ambas as técni-
cas. Trés amostras foram positivas apenas pela técnica da cen-
trifugo-flutuacdo modificada. Todas as amostras examinadas
pela técnica da sedimentag@o pelo formaldeido-éter foram ne-
gativas para a presenga de oocistos de Cryptosporidium sp.

Houve uma diferenga estatisticamente significativa
(p<0.01) entre as duas técnicas, sendo que a centrifugo-
flutuacdo modificada mostrou ser mais eficiente no diagnds-
tico dos cistos de Giardia sp. Apesar desta mesma técnica ter
detectado trés casos de Cryptosporidium sp., o pequeno ni-
mero de amostras fecais positivas ndo permitiu a realizagio
de teste estatistico.

A diferenca entre as duas pode ser explicada pela concen-
trag@o do sedimento fecal pela solugdo saturada de agucar e o
exame de todo o sedimento fecal. Enquanto que na técnica do
formaldeido-éter ¢ examinada uma quantidade reduzida de se-
dimento fecal concentrado, diminuindo assim as chances de
serem encontradas formas parasitarias em fezes de hospedei-
ros com baixa carga parasitaria, podendo resultar em falsos
negativos. Na técnica de centrifugo-flutuacdo modificada os
detritos fecais dividem-se por estratos sendo que os mais pesa-
dos ficam logo acima da lamina, enquanto os mais leves, entre
eles cistos e oocistos, ficam abaixo da laminula. Assim o cam-
po microscdopico examinado apresenta-se relativamente lim-
po, facilitando o reconhecimento de formas parasitarias. Ja na
técnica do formaldeido-éter ndo ocorre desta maneira, sendo
que os detritos fecais permanecem no mesmo nivel dos cistos e
oocistos, dificultando a visualizacgo clara destes, principalmente
em amostras fecais de baixa carga parasitaria.

Reforga-se assim, a importancia da utilizagdo de técnicas
de concentrago e flutuacdo de fezes, para facilitar o diagnos-
tico de cistos de Giardia sp. (KULDA; NOHYNKOVA, 1995)
e de oocistos de Cryptosporidium sp., principalmente em hos-
pedeiros subclinicos, como ja foi considerado por Fayer et al.
(1997), Sterling e Arrowood (1993) e Mtambo et al. (1992).

A técnica de centrifugo-flutuacdo modificada foi mais
eficiente no diagndstico de cistos de Giardia sp. do que a
técnica do formaldeido-éter.
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