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SUMARIO. Este trabalho foi desenvolvido em uma suinocultura, onde os animais pos-desmamados
apresentavam um quadro clinico de diarreia, sendo estes positivos para protozoarios do género
Cryptosoporidium. Para evidenciar os oocistos de Crypfosporidium, amostras de fezes foram
coradas pelo Giemsa, Safranina-Azul de Metileno, Ziehl-Neelsen modificado e fezes também foram
observadas a fresco em contraste de fase apés sofrer concentragdo pelo metodo de
centrifugo-flutuagéo em agucar modificado. Os oocistos foram observados em microscopio optico e
mensurados com auxilio de uma ocular micrométrica, onde avaliou-se a influéncia de cada
metodologia aplicada scbre o didmetro polar (DP) e didmetro equatorial (DE). Obteve-se os
seguintes resultados: fezes coradas pelo Giemsa (DP = 4,71 + 0,24um; DE = 4,86 + 0,26um); fezes
coradas pela Safranina-Azul de Metileno (DP = 4,78 £ 0,35um; DE = 5,10 + 0,19um); fezes coradas
pelo Ziehl-Neelsen Modificado (DP = 3,20 + 0,01um) e fezes observadas a fresco em contraste de
fase, concentradas pelo Metodo de Centrifugo-flutuagéo em agucar modificado (DP = 6,22 +

0,56um; DE = 6,39 + 0,56um).

PALAVRAS-CHAVE: Qocistos, Cryptosporidium, métodos de coloragio, suinos.

INTRODUCAQ

A criptosporidiose tem sido uma parasitose observada em
diversas espécies de vertebrados (ANDERSON, [984,
POHIOLA, 19584, CURRENT er olii, 1986 ¢ ANDERSON,
1982).

Nestes (iltimos anos. a criptosporidiose tem tido grande
importincia por estar associada & sindrome da diarréia
neonatal em espécies de importincia  econdmica
(GONZALEZ et alii, 1983), inclusive podendo ser
transmitida para a espécie humana (ANDERSON, 1982).

Na infeccdo das espécies deste género Cryprosporidium,
estdo associadas, em sua maioria a uma prote¢io imune
deficiente em associagdo com outros agentes etioldgicos
{ANGUS, 1983).

De maneira geral, vdrias téenicas tem sido utilizadas para
facilitar o diagndstico  desta doenga  com base no
aparecimento de oocistos das espécies desse género nas
fezes (WILLSON & ACRES, 1982, BAXBY et alii, 1984 ¢

MARTINEZ-VILLALOBOS & ALUJA, 1986). Porém

poucas, apesar de identificar os oocistos das espéeies deste
eénero, poderiam  ser consideradas eficazes em um
diagndstico mais apurado; caso se faga necessirio a
identiticacio das espécies deste género encontradas em
vertehrados (LEVINE, 1984) ou as que foram caracterizadas
para mamileros (TYZZER, 1907 ¢ 1912 ¢ UPTON &
CURRENT, 1985).

Este trabalho tem como objetivo comparar algumas técnicas
utilizadas no diagnostico dos oocistos de Crvptosporidium
nas fezes de suinos,

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido em uma suinocultura
localizada no municipio de Naguai no Estado do Rio de
Janeiro. onde os animais apresentavam um quadro clinico
caracterizado como sindrome de diarréia. Amostras de {ezes
foram colhidas de todos os estratos de desenvolvimento da
criagfo, tendo os animais diaméia ou ndo. As téenicas
utilizadas neste trabalho foram coaracterizadas em  dois
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Tabeia 1 - Avaliagéo de quatro técnicas utilizadas na identificagac do
género Cryptosporidium provenientes de suinos ',

Técnicas Medidas’

Diametro polar Didmetro equatorial

O am) {um)

Ziehl-Neelsen 3,101 0,10 a 320+ 001a
Modificada
Safranina-Azul 478+ 035b 510 029b
de Metilenc
Coloragao pelo 471+ 024 be 486+ 0,26 ¢C
Giemsa
Centrifugo-flu- 6,22+ 056d 8,39+ 0,56d

tuagao modifi-
cado/contraste
de fase

' Os dados sdo referentes a medidas de 100 oocistos para cada
lécnica e os valores expressos em média e desvio padrio.

Letras iguais nao diferem significativamente a nivel de 5% pelo
teste de D.M.S.

segmentos: o primeiro por centrifugo {lutuacio moditicado
(FIGUEIREDO et alii, 1984) em contraste de fase ¢ 0 outro
caraclerizado como téenicas lintoriais, onde esfregagos de
fezes foram corados pelo Giemsa (TZIPORL  1981),
Sulranina-Azul de metileno (S-AM) (BAXY er alii, 1984) e
Ziehl-Neelsen modificado (ZN-M) (HENRICKSEN &
POHLENZ., 1981}, todas para evidenciar os oocistos nas
fezes,

Os oocistos observados foram medidos com auxilic de uma
ocular micrométrica SK-15 WILD  acoplada a um
microscopio 8-M Lux Leitz & Wild M-20), quando se utilizou
o contraste de fase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversas técnicas tem sido utilizadas no diagnéstico dos
oacistos do génere Crvptasporidium (FAYER & UNGAR,
1986}, sendo que as que mais fregiientemente utilizadas no
diagndstice  foram, as  de  solugdo  saturada  de
agucar/contraste de fase (BOMFIM, 1989, GARCIA ef alii,

1983). Giemsa (ANDERSON & BULGING, 1981 ¢
ANGUS er alli, 1981), S-AM (BAXBY er afii. 1984) e
ZN-M (HENRIKSEN & POHILENZ. 1981), Oocistos

corados pelo Giemsa foi a que trouxe maior dificuldade na
identificagio  dos esfregacos e fezes,
corroborando  com o observado por MARTINEZ-
VILILALOBOS & ALUJA (1986) ¢ BOMFIM (1989), Da
mesma  maneira, os oocistos corados em ZN-M
scmelhantes as descrigdes morfoldgicas observadas por
HENRIKSEN & POHLENZ (1981) e MARTINEZ-
VILLALOBOS & ALUIA (1986),

Na técnica utilizada, centrifugo flutuagho modificado-
contrasie de lase, observou-se os oocisios com um haio de

Mesmos  cm

foram

BOMFIM & LOPES

refringéncia a sua volla, podendo ser evidenciade no seu
interior formas identificadas como csporozoitas, diferindo,
por sua vez dos leveduriformes por serem refringenles ¢
lcrem somente um nicleo, separando-os com facilidade das
bactérias ¢ restos celulares.

T4, nos esfregacos de fezes corados peto Giemsa, os oocistos
loram diticeis de serem distingiiidos com lacilidade, pois
pouca diferenga se observou entre os oocistos, lIeveduras,
bactérias e restos celulures. Porém, quando se observam os
oocistos em esfregacos corados pela téenica S-AM, estes
coraram-s¢ em vermelho rubi, tendo o fundo azul como
contraste, constituido por leveduriformes, bacténias ¢ restos
celulares, Quanto aos eslregagos corados pelo ZN-M, foi
onde sc observaram com maior nitidez 0s oocistos que se
coraram em vermelho, tendo como contraste um fundo verde
caracterizado por bactérias, leveduras ¢ restos celulares.
Apesar destas técnicas serem eficazes em diagnosticar a
presency  dc  ococistos  do  género
dificuldades podem aparecer na identificagio das espécics
que possam fezes dos
parasitados, como se observam cm medidas de oocistos

Cryptosporidiun:,

ser cncontradas  nas animais
deste género, quando se utilizou estas téenicas cm amostras
de fezes provenientes de suinos (Tabela [). Por outro lado,
quando se compara as regressoes lincares obtidas com as
medidas dos diiimetros polares e equatoriais desles oocistos,
em contraste de fase, Giemsa, S-AM e ZN-M, observam-se
quc as alteragdes no tamanho e distribuigio dos oocistos
dificultam na identificagdo a nfvel de espécie, neste trabalho
estudada (Fig.1).

Ao se comparar os oocistos oriundos de mesmas amostras de
fezes, porém preparados por técnicas diferentes, pdde-sc
observar modiflicagGes relevantes que  impossibilitariam
oocisios encontrados nas  caracteristicas
morfométricas observadas, tanto para C. parviem como paru
C. muris, com excecdo dos oocistos observados em solugiio
saturada de agucar/contraste de fase e os corados pela S5-AM,
que mais de aproximaram das medidas observadas par
TYZZER (1907 e 1912) e UPTON & CURRENT (1985).
como Cryptosporidivum muris.

cnquadrar o8

SUMMARY

This research was developed in a pigsty where the animals
post-weaned developed clinical signals of diarrhea, being
these animals positive Lo Cryprosporidium.

To evidence the oocysts of Cryptosporidium, feces samples
were stained by Giemsa, Safranin-Metilen Blue, Zichl-
Neelsen modified, and fresh feces were observed under
phase contrast afler concentration by a modified sugar
centrifuge-floation method.

Qocysts were observed in an optical microscope and they
were measured, to evaluate the influence of each method
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Fig. 1. Representagio gréafica das regressdes lineares dos digmetros polar e equatorial de
occistos do género Cryptosporidium, provenientes de suinos. A) Em contraste de fase; B) corados pelo Giemsa; C) corados com
Safranina-Azul de Metileno; D) corados com o Ziehl-Nee!sen/Modificado.

bused on the polar diamcter (DP-um) and equatorial
diameter (DE-pum). Results observed in this rescarch were
[ollowed: feces stained by Giemsa (DP = 4,7120,24m: DE
= 4.86+),260m); feces stained by Salranin-Metilen Blue
(DP = 478+0,35um; DE = 5,10+0,29um); feces stained by
Ziehl-Neelsen modified (DP = 3,1020,10um; DE = 3.20%
0,01um), and fresh feces samples observed in phase contrast
ufter concentrated by the sugar Centrifuge-tloation method
(LP = 6.2220,50pum; DE = 6,39£0,536m).

KLY WORDS:  Qocysts,
methods, swine.

Cryptosporidium,  slaining
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