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Avaliacao de diferentes técnicas de coloragao histoquimica na
identificacdo de oocistos de  Cryptosporidium  spp.
em amostras de agua e leite

Evaluation of histochemical staining methods for identification of
Cryptosporidium  spp. oocysts in water and milk samples

Erilane de Castro Lima,* Valeska Shelda Pessoa de Melo,** Fabio Luiz da Cunha Brito,*** Leucio Camara Alves,****
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Resumo

O Cryptosporidium, coccidio implicado como agente de infecgBes intestinais e transmitido pela rota fecal-oral, pode contami-
nar a 4gua e alimentos, e através da veiculagao hidrica e alimentar pode ser facilmente transmitido para um grande contingen-
te da populagdo. Métodos parasitoldgicos tém sido utilizados para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium em agua e
alimentos, porém varios fatores podem estar envolvidos no procedimento de coloragéo histoquimica de forma a influencia-los
nos aspectos quantitativos e qualitativos. Parametros como quantificacdo, morfologia, qualidade e durabilidade do esfregaco,
influéncia da amostra e das substancias de concentracéo foram avaliados com o objetivo de verificar as vantagens e desvan-
tagens das técnicas Ziehl-Neelsen (ZN) e Koster (K) modificados na identificacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em
amostras de agua e leite, previamente concentradas com Sacarose, NaCl, MgSO, ZnSO,, AISO,, NH,SO, 40% e 80%. N&o foi
observada diferenca estatistica (p<0,05) entre as técnicas em relagdo ao nimero de oocistos encontrados, porém verificou-se
uma variagdo na superioridade da técnica ZN ou K de acordo com a amostra analisada, além de diferirem qualitativamente.
Com relagdo a durabilidade do esfregaco as técnicas ndo apresentaram diferengas estatisticas. Quanto as substancias
utilizadas para a concentracdo dos oocistos na amostra, o NH,SO, facilitou a identificagéo dos oocistos enquanto o AISO,
interferiu no processo de coloracdo. Conclui-se que a eficacia dos métodos de coloracédo histoquimica na identificacdo de
oocistos de Cryptosporidium spp. depende da natureza da amostra e das substancias empregadas para a sua concentragao.
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Abstract

Cryptosporidium is coccidial protozoa responsible for intestinal diseases transmitted by the fecal oral route, and disseminated
in the environment promote water and food contamination, being considered of importance for transmission of parasite to the
great population contingent. Parasitologic methods have been used to study Crytposporidium oocysts in water and food,
although many factors may be involved in processes of histochemical staining, which influence quantitative and qualitative
aspects. Parameters as quantification, morphology, quality and time of smears, influence of samples and concentration of
substances, were evaluated to observed the value of the Ziehl-Neelsen and Koster attaining modified technique for identification
and recovery of Cryptosporidium oocysts in water and food samples, previously concentrated with sacarose, NaCl, MgSO,,
ZnsO,, AISO,, NH,SO, (40% and 80%). Statistic differences were not observed between techniques in relation to number of
oocysts, although it was visualized variation in the superiority of the technique following the analyzed samples, with quantitative
difference. The methods showed no difference in time of smears. The use of NH,SO, promotes easier identification of oocysts
and AISO4 interfered in the attaining process. The efficiency of hystochemical techniques for Cryptosporidium spp. oocyst
identification and recovery depends on the sample nature and substances used for concentration intensity.

Keywords: Cryptosporidium spp., Ziehl-Neelsen, Koster, water, milk.
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Introducéo

Cryptosporidium spp. é considerado um parasito cosmopoli-
ta de carater zoonotico (Fayer e Unger, 1986). Dentre as espé-
cies que infectam mamiferos, C. parvum é o agente respon-
savel pelos casos em humanos (Laberge et al., 1996a), sen-
do detectado principalmente em criangcas e pacientes
imunodeprimidos. Newman et al. (1999) identificaram 7,4%
de criangas com criptosporidiose, dentre 189 estudadas com
idade média de 543 dias no Nordeste do Brasil. Nos paises
em desenvolvimento observa-se uma frequéncia de 20% a
30% em pacientes com imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
segundo Petersen (1993). Em alimentos, tem sido encontra-
do em moluscos — Freire-Santos et al. (2000), em vegetais
(2,5% a 8,7%) — Monge e Arias (1996) e em agua (87%) —
LeChevallier et al. (1991).

Devido a auséncia de técnicas especificas comprovadas para
a deteccdo de Cryptosporidium spp. em alimentos, é neces-
sario realiza-las por adaptacdo da metodologia empregada
para andlises clinicas. Segundo Laberge et al. (1996), os
oocistos de Cryptosporidium spp. podem ser visualizados
em amostras fecais por contraste de fase em microscoépio
eletrénico ou pela utilizagdo de diferentes corantes
histoquimicos como o Giemsa, Ziehl-Neelsen, Kinyoun,
safranina — azul de metileno (S-AM) e dimetil sulfoxido com
microscopia Optica, e por safranina — verde malaquita (Koster
modificado) conforme Kagerauka et al. (1984). Podem ser
utilizados também os corantes fluorescentes como auramina-
rodamina, auramina — carbolfuccina (Laberge et al. (1996a) e
auramina — fenol (Taylor e Webster, 1998).

Outras técnicas tém sido descritas para a deteccdo de
Cryptosporidium spp., incluindo imunofluorescéncia direta ou
indireta com anticorpos poli ou monoclonais e a reagdo de
polimerase em amostras fecais (Webster et al., 1996), agua
(Kaucner e Stinear, 1998) e alimentos (Robertson e Gjerde,
2000; Freire-Santos et al., 2000; Laberge et al., 1996b; Deng e
Cliver, 2000), além do método imunoenzimatico (ELISA) em
amostras fecais (Smith, 1993) e citometria de fluxo (FACS)
(Vesey et al., 1993b) em amostras de agua.

Objetivou-se com este estudo avaliar a eficacia de diferentes
técnicas de coloragdo histoquimica na identificacéo e recu-
peragdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
de agua e leite.

Material e métodos

Amostra

No ensaio experimental foram utilizadas amostras de agua
de abastecimento publico coletadas no momento da analise
e leite tipo “C” pasteurizado (3% de gordura) adquiridas no
comércio em embalagem de 1 litro, dentro do seu prazo de
validade e no mesmo dia da analise.

Indculo

Para a contaminagdo das amostras (100 ml) foi utilizado um
inéculo de oocistos de Cryptosporidium spp. nao purificado
(LeChevallier et al., 1995), extraido de uma suspensao fecal
com prévio diagndéstico para o parasito e conservada com
formol 10% por 30 dias em temperatura ambiente. O ndmero
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médio de oocistos foi determinado antes da inoculagdo das
amostras, e a partir de trés repeti¢cdes, segundo técnica de
Kaucner e Stinear (1998). Foram analisadas aliquotas de 0,5ul
direto da suspensado (LeChevallier et al., 1995) através de
esfregaco em lamina e coloragdo histoquimica pelo método
Ziehl-Neelsen modificado (Luna, 1968), sendo a contagem
realizada em microscopia 6ptica com objetiva de imersao (40X)
percorrendo-se todo o campo (Oliveira e Germano, 1992).

Procedimento

Apds a inoculagdo das amostras com 1,2 x 107 oocistos de
Cryptosporidium spp. procedeu-se a sua homogeneizagao e
distribuicdo para tubos de centrifuga na quantidade de 5ml e,
em seguida, submetidas a processos de centrifugagédo a 206
G (rotor pendular, temperatura ambiente) por 10 minutos (Deng
e Cliver, 1999) em duas etapas para a concentragdo e
reconcentragdo da amostra seguindo duas distintas
metodologias. Ambos métodos foram empregados a partir
da mesma amostra contaminada para a comparacao entre
eles na recuperacdo de oocistos. Para facilitar a identifica-
¢do, as técnicas, sugeridas por Webster et al. (1996) e
Kageruka et al. (1984) foram denominadas de | e Il, respecti-
vamente, e diferiram com relag&do a ordem de adi¢do da subs-
tancia de concentragdo para a mistura com a amostra, na
primeira (método |) ou na segunda etapa (método II).

No procedimento com a agua no método | realizou-se uma
primeira centrifugacdo colocando nos tubos de centrifuga 5ml
da amostra sob 5ml de cada solucdo de concentragdo deno-
minadas de A (sacarose com densidade igual a 1,065, 32g/
100ml), B (cloreto de sodio com densidade igual a 1,155,
40g/100ml), C (sulfato de magnésio com densidade igual a
1,300, 75g/100ml), D (sulfato de zinco com densidade igual a
1,200, 40g/100ml) e E (sulfato de aluminio com densidade
igual a 1,115, 30g/100ml), além das solucdes F e G (sulfato
de amonia nas concentracdes de 40% p.v. com densidade
igual a 1,115 e 80% p.v. com densidade igual a 1,200, respec-
tivamente). A partir da primeira centrifugacéo, outras duas fo-
ram realizadas utilizando-se o sobrenadante (SN) e o sedi-
mento (SD) resultantes, ajustando-os para o volume de 2ml e
ressuspendendo-os em 8ml de agua destilada.

Para a amostra de leite o procedimento foi semelhante, mas
devido a coagulagéo do leite apdés a sua mistura com as so-
lugBes de sulfato (C, D, E, F e G) na primeira centrifugacéo e
com o coagulo ocupando a camada intermediaria do tubo, foi
necessario transferir o sedimento (2ml) para outro tubo com
auxilio de pipeta de 5ml para ser centrifugado novamente antes
de ser analisado. Apesar da mistura do leite com as solu¢des
A e B néo resultar em formacéo de coagulo, o procedimento
foi realizado da mesma forma. O coagulo resultante foi lavado
com um volume de 10ml de agua destilada e transferido para
um recipiente, onde foi dissolvido, sendo depois tamizado,
vertido a um tubo de centrifuga e submetido a centrifugacéao.

No método Il foi usado 0 mesmo procedimento para as amos-
tras de agua e leite. Na primeira etapa centrifugou-se 5ml da
amostra colocando-a sobre agua destilada em igual volume,
enquanto na segunda misturou-se o sedimento (2ml) resul-
tante da primeira centrifugacao, com 8ml das solugfes de
concentracdo supracitadas de A a G, apos descarte do SN
com pipeta de Pasteur.



Apo6s cada centrifugagédo, com excegdo da primeira etapa do
método I, os esfregacos foram confeccionados com um volu-
me de 5ul do SN e do SD, e em duplicata para aplicacéo de
dois métodos de coloragéo.

Codificacdo

A codificacao feita ao método | refere-se ao tipo de fase resul-
tante da primeira centrifugacéo (I11), que foi utilizada para a
reconcentragdo da amostra. Nas amostras de agua a
reconcentracdo foi procedida a partir das fases sobrenadante
e sedimento, denominadas de 12 e I3, respectivamente. Nas
amostras de leite a reconcentracédo foi realizada também a
partir da fase intermediaria coagulada denominada de 14, o
gue ocorreu apenas quando as substéncias C, D, E, F e G
foram utilizadas.

Coloracéo e contagem

Para a coloracé@o dos esfregagos foram utilizadas as técnicas
de Ziehl-Neelsen (Luna, 1968) modificada pelo uso da fuccina
fenolada segundo o método Kinyoun (Brasil, 1996) e a técni-
ca de Koster modificada (Kageruka et al., 1984). O Método de
Ziehl-Nielsen modificado foi realizado fixando-se o esfregaco
rapidamente em bico de Bunsen, seguido pela coloragdo com
a fuccina fenolada (Fuccina Basica PA-4g, Fenol PA-8g, Alco-
ol absoluto PA-20ml, Agua destilada-100ml) por 3-5 minutos,
cujo excesso foi retirado com agua corrente por 10 segundos.
Em seguida a descoloragdo foi feita com solugéo alcool-aci-
da e enxaglie imediato em agua corrente. Logo apds reali-
zou-se a coloragdo de contraste com a solugéo de trabalho
de azul de metileno (10ml de Solugdo estoque (1,4g/100ml
alcool 95%)/Agua destilada g.s.p. 100ml) por 30 segundos a
1 minuto seguida de enxaglie em agua corrente por 10 se-
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gundos e inclinacdo da lamina para secagem a temperatura
ambiente.

No método de Koster modificado fixou-se o esfregaco em
metanol, mergulhando a lamina no alcool por 1 minuto e em
seguida o repouso por 3-5 minutos. Posteriormente a colora-
¢éo foi feita com solugcdo de safranina (2:5 — safranina
saturada / KOH 5,6%) por 3-5 minutos, sendo seguida de
enxagie em agua corrente por 10 segundos. Para a colora-
¢8o de contraste foi utilizado o verde malaquita 5% por 15
segundos com posterior enxaglie em agua corrente por 10
segundos. Logo apods, a lamina foi inclinada para secagem a
temperatura ambiente.

A leitura dos esfregacos e a contagem dos oocistos foi reali-
zada conforme Oliveira e Germano (1992). O numero total de
oocistos na amostra e o porcentual recuperados foram calcu-
lados por equacdes citadas em Oliveira e Germano (1992) e
Deng e Cliver (1999), respectivamente: [(oocistos contados
no campo x volume da amostra / volume analisado) / oocistos
inoculados] x 100.

Andlise estatistica

Para a analise dos resultados foi empregada a ANOVA (anali-
se de variancia) com transformacéo dos dados por RAIZ (X +
1) e a partir de trés repeticdes.

Resultados

Entre as técnicas de coloragdo empregadas néo foi verificada
uma diferenca estatistica (p<0,05) significativa nas amostras
de agua e leite, porém diferencas foram observadas quanto a
superioridade da técnica de acordo com a amostra analisada
(Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacéo entre as técnicas de coloracédo Ziehl-Neelsen e Koster modificados na identificagao
de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de agua e leite

AMOSTRAS
_ AGUA LEITE
PARAMETROS Método de Método de
Esf coloracédo Esf coloracédo
sfregacos 7N K sfregacos 7N K
Total de esfregacos corados 168 84 84 198 99 99
Total de'esfregagos positivos para a presenca 100 49 51 74 32 42
do parasito
Numero de esfregagos positivos, equivalentes
em pares de amostras, quando corados por 86 43 43 48 24 24
ambas as técnicas
Nimero de esfregagos positivos, quando 12 5 7 26 8 18

corados por uma das técnicas

Nas amostras de agua, em 59,5% (100/168) dos esfregacos
o parasito foi detectado, salientando-se que havia 84
esfregagos corados por cada técnica. Nos 86 esfregagos em
pares de amostras, a positividade ocorreu em 43 esfregacos
para as técnicas Ziehl-Neelsen (ZN) e Koster (K) e em 12
esfregacos cinco foram positivos quando corados apenas
pela técnica ZN e sete pela técnica K. Quanto ao nimero de
oocistos presentes, dos 43 esfregacgos referentes a cada téc-
nica, a técnica ZN foi superior em 30 esfregagos a técnica K,

totalizando uma superioridade em 35 esfregacos. A maior
superioridade da técnica ZN sobre a técnica K ocorreu para
qualquer das substancias utilizadas para concentrar a amos-
tra, com excecao da sacarose.

Nas amostras de leite 37,4% (74/198) dos esfregacos apre-
sentaram o parasito, salientando-se que havia 99 esfregagos
corados por cada técnica. Nos 48 esfregagos em pares de
amostras, a positividade ocorreu em 24 esfregacos para as
técnicas de ZN e K e em 26 esfregagos oito foram positivos

R. bras. Ci. Vet., v. 11, n. 1/2, p. 21-26, jan./ago. 2004



24

guando corados apenas pela técnica ZN e 18 pela técnica K.
Dos 24 esfregacgos, referentes a cada técnica, a K foi superior
em 10 esfregagos a técnica ZN, quanto ao nimero de oocistos
presentes, totalizando uma superioridade em 28 esfregagos.
A maior superioridade da técnica K sobre a ZN ocorreu para
qualquer das substéncias utilizadas para concentrar a amos-
tra, com excecgéo do cloreto de sodio e do sulfato de am6nia
40%.

Os esfregacos realizados foram resultantes da andlise do
sedimento concentrado a partir das substancias Sacarose,
NaCl, MgSO, ZnsSO,, AISO,, NH,SO, 40% e 80% e por cada
método de andlise 11, 12, 13 e Il nas amostras de agua e leite,
e no 14 apenas nas amostras de leite, realizados em trés
repeticdes. Diante dos melhores resultados para cada amos-
tra analisada, o método ZN possibilitou a determinacao de
oocistos de Cryptosporidium em uma recuperacédo de 13,2%
nas amostras de agua com o NaCl no método I3, enquanto o
método K determinou os oocistos em uma recuperagdo de
53,5% nas amostras de leite com 0 MgSO, no método 14.

Discussao

Observou-se durabilidade dos esfregagos com a utilizagdo
dos métodos de coloragdo histoquimica, pois o periodo de
leitura e contagem variou de 1 a 8 dias ap6s o procedimento
de coloragao.

Amato Neto et al. (1996) comentam que nos processos
histoquimicos para coloragdo dos oocistos de Cryptosporidium
spp., o procedimento de descoloracdo e lavagem em agua
corrente influencia na quantificagcdo do numero de oocistos
devido ao desprendimento de parte do esfregago. Também
relatam que a durabilidade do esfregaco é atributo deste méto-
do de identificacé@o, capaz de favorecer a natureza de tarefas
especificas e possibilitar exame de diversas laminas, aumen-
tando assim a sensibilidade.

Baxby et al. (1984) citam que dentre as estruturas presentes
em material analisado para pesquisa de Cryptosporidium spp.

em amostras fecais, podem ser evidenciados esporos de
bactérias, leveduras e restos fecais, sendo que os dois Ulti-
mos interferem no diagnostico.

No método ZN e Koster modificado (K) observou-se a ocor-
réncia de artefatos de tamanho e forma semelhantes ao
oocisto de Cryptosporidium spp., mas diferentes quanto a
cor. Pesquisas mostram que é comum confundir o oocisto de
Cryptosporidium spp. com restos fecais, tanto no método ZN
(Smith et al., 1989) como no método K (Amato Neto et al.,
1996), sendo essencial a presenga de um técnico suficiente-
mente habilitado, principalmente pela ocorréncia de oocistos
“fantasmas” ndo corados (Amato Neto et al., 1996).

Concordando com Kageruka et al. (1984), no presente estu-
do verificou-se a eficacia dos métodos de coloracdo para a
identificacdo do Cryptosporidium spp., que foi confirmada
pela facilidade de distingdo entre o oocisto e leveduras ou
artefatos em ambos métodos, Koster e Ziehl-Neelsen modi-
ficados, quando no método de Giemsa nao é sempre facil
segundo o autor (Kageruka et al., 1984). Semelhante as ob-
servagOes de Kageruka et al. (1984), a vantagem do método
K em relacéo ao ZN deve-se a melhor diferenciacdo dos deta-
Ilhes das estruturas internas.

Neste estudo foram considerados os oocistos vazios e com
estruturas internas (Figura 1) conforme Bennett et al. (1999),
e de coloragcdo com graus de rosa tanto no método ZN como
no método K. Ainda foram identificados os oocistos de forma
circular ou ocasionalmente oval (Figura 1) conforme Pohjola
(1984), ou irregular de acordo com Ongerth e Stibbs (1987),
0S quais acrescentam que 0s oocistos de Cryptosporidium
spp. podem ser dentados, na forma excistada, com fissuras,
na forma de fatia de torta, ou estreitos parecendo uma forma
enrugada.

Os oocistos se apresentaram com paredes altamente refrateis
igualmente a descrigdo de Pohjola (1984), principalmente ap6s
aplicacdo do método ZN para coloracdo. Freqiientemente os
oocistos mostraram tendéncia a aglomeragfes (Bennett et al.,
1999) como apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Oocistos de Cryptosporidium spp. corados pelo método Ziehl-Neelsen (A e B) e Koster (C e D) modificados,
na ampliagdo de 1.000 vezes. 1A. oocistos com conteldo interno e 1B. oocistos sem contetdo, aglomerados com
formas diferentes nas amostras de 4gua e leite, respectivamente; 1C e 1D. oocistos com conteldo interno nas

amostras de agua e leite, respectivamente.

Dentro da mesma técnica de coloragdo observou-se um grau
de variacdo na cor do oocisto, e isto provavelmente ocorreu
devido a presenca de precursores dos oocistos (Henriksen e
Pohlenz, 1981). Nitidamente verificou-se que apés a concen-
tracdo das amostras de agua e leite pela solugéo de NH,SO,,
a cor do oocisto e do campo de contraste foram intensifica-
das, enquanto o AISO, prejudicou intensamente a coloragao.
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A utilizacdo do método de identificagcdo por coloracédo
histoquimica mostrou ser adequado para o tipo de estudo
realizado, pois, segundo Bennett et al. (1999), técnicas de
microscopia ndo sdo efetivas quando poucos organismos
estdo presentes na area de contagem. Em camaras de
Neubauer ou em hemacitdbmetros, o nimero pode ser altera-
do devido a evaporacao do liquido apo6s 1 hora de contagem.



A desvantagem dos métodos de citometria de fluxo e conta-
gem em aparelhos automaticos deve-se ao fato da possibili-
dade de se considerar varios organismos como apenas um.

Em relagdo as amostras estudadas, foi verificado que os
oocistos foram mais bem visualizados e o campo de contras-
te mais nitido quando pesquisados nas amostras de agua,
facilitando e conferindo menor tempo de leitura enquanto que,
analisando as amostras de leite, o tempo de leitura atingiu
seis horas no esfregaco com maior nimero de oocistos con-
tados. Ongerth e Stibbs (1987) comentam que o tempo do
exame microscopico com imunofluorescéncia indireta sobre
uma membrana de 25mm e com ampliacdo de 250 vezes foi
avaliado em seis horas (15 a 20 segundos por campo) ou
mais quando aumentava o numero de particulas estranhas,
pois o tamanho do oocisto com 3 a 5 mm n&o permite 0 uso
de uma menor ampliacao.

Os métodos de coloragdo com relagdo as amostras de agua
mostraram menor facilidade a descoloracao, resultando em
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uma coloracéo intensa, de forma que o esfregaco péde ser
nitidamente visualizado com a ampliacdo de 400X, enquanto
nas amostras de leite a observacdo com a ampliagdo de
1.000X foi necesséria para confirmar a identificacao do oocisto
na maioria das leituras dos esfregacos.

Quanto aos corantes de contraste, foi possivel determinar
que o verde malaquita desempenhou melhor a funcao, per-
mitindo nitidez do campo e favorecendo o melhor contraste
com os oocistos (Figura 1).

Concluséao

Conclui-se que, no processo de colora¢édo dos oocistos, ocorre
influéncia das amostras e das substancias de concentragédo
utilizadas no procedimento, de forma que a cor pode ser in-
tensificada com o uso de sulfato de aménia, e que os méto-
dos de coloracdo histoquimica nao influenciam quantita-
tivamente, mas qualitativamente na recuperacao dos oocistos.
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