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Cryptosporidium parvum e Isospora belli
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Resumo Devido a crescente importancia dos coccidios intestinais (Cryptosporidium, Isospora e Cyclospora) como
parasitos oportunistas, € fundamental para os laboratdrios diferenciar morfologicamente estes protozodrios; a técnica
de Ziehl-Neelsen modificada (ZNm) é amplamente utilizada para este fim; recentemente, foi proposto um novo
procedimento, a coloragdao combinada do dcido tricrémico (Acid-Fast-Trichrome - AFT). O objetivo do presente estudo
foi comparar os processos AFT e ZNm para a detec¢ao destes coccidios em amostras fecais de pacientes portadores
do virus VIH. Foram selecionados dois grupos de individuos, para inclusao no estudo, segundo a presenga (n=60) ou
auséncia de diarréia (n=60). As amostras de fezes foram coletadas em solugdo de formalina 10% e os esfregacos
fecais preparadosi) diretamente das fezes eii) apds concentragdo prévia a 500)/(_%_( 10 minutos), foram submetidos aos
diferentes processos de coloragdo. Considerando-se a positividade por técnica (AF T e ZNm), verificou-se a superioridade
do procedimento de ZNm (n=19; 100% dos casos positivos) sobre o de AFT (n=8; 42,1%). Ambos possibilitaram a
identificagcéo dos 101 casos verdadeiramente negativos. Coccidiose intestinal foi mais frequente entre os pacientes
que apresentaram diarréia (26,6%) em comparagao a positividade observada entre os individuos assintomaticos (5%)
sendo que C. cayetanensis nao foi detectada em ambos os grupos. Foi de nosso interesse avaliar a aplicabilidade da
técnica AFT para a colora(zjgéo deste protozodrio. Devido a sensibilidade e especificidade obtida neste estudo (100%),
conclui-se que o método de ZNm continua sendo o mais indicado para o diagndstico da criptosporidiose e isosporose,
principalmente quando associado ao procedimento de centrifugo-concentragao (500xg, 10 minutos). Embora a coloragdo
AFT tenha baixo custo, faz-se necessario o seu aperfeicoamento pois este procedimento permite o diagndstico
simultaneo dos coccidios intestinais (C. parvum, 1. belli e C. cayetanensis) e dos microsporidios.

Palavras-chaves: Coloracdo combinada do &cido tricromico-AFT. Método de Ziehl-Neelsen modificado.
Coccidios entéricos e VIH. Cryptosporidium. Isospora.

Abstract Due to the importance of Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis andlsospora belli as opportunistic
parasites, it is essential for laboratonies to morphologically differentiate these coccidia. Among the recommended
methods for di?_gnosis ofC. parvum and|. belli is the Modlified Ziehl-Neelsen stain (MZN) and recently a new technique,
the Acid-Fast-Trichrome (AFT) was proposed. The purpose of this study was to compare the AFT and MZN techniques
regarding the detection of C. parvum and l. belli oocysts in stool samples of HIV-positive patients. According to the
presence (n=60) or absence of diarrhea (n=60), two groups were selected for inclusion in this study. The stool samples
were collected in 10% formalin solution and the pellets, obtained without and after centrifugation-concentration (500xg;
10 min), were submitted to both stain techniques. Considering the positivity of the techniques (AFT and MZN), we
observed the superiority of MZN stain (n=19; 100% positive cases) over AFT (n=8; 42.1%). The identification of the 101
truly—negative cases was possible with both techniques, but when the AFT stain was used, the oocysts showed a
variable inner stain degree, which resulted in false—negatives. Enteric coccidiosis was more frequent among the patients
who presented diarrhea (26.6%) compared to asymptomatic individuals (56%); C. cayetanensis was not detected in
these groups. We were interested in evaluating the employment of AFT for the Cyclospora oocyst stain. Based on the
sensitivity and specificity obtained in this study (100%), we concluded that the MZN technique is still the most indicated
for routine use in clinical analysis laboratories, for the diagnosis of cr)gtosporidiosis and isosporosis, especially when
itwas used together with the centrifugation procedure (500xg; 10 min). Our results showed that with some improvements,
AFT would be a simple and inexpensive technique appropriate for use in the diagnosis of intestinal coccidia (C. parvum,
C. cayetanensis and . belli). It can also be extended to the detection of microsporidia.
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Os individuos portadores do virus VIH formam um
segmento populacional altamente susceptivel a
desenvolver varias infe¢cdes oportunistas, cuja severidade
€ proporcional ao grau de imunossupressao® 2.

Como a diarréia aquosa € a principal manifestagcao
clinica das infe¢oes causadas pelos coccidios intestinais
dos géneros Cryptosporidium, Isospora e Cyclospora,
o diagnéstico clinico nao permite uma diferenciagao
especifica do agente causal; a confirmacgéo laboratorial
constitui uma ferramenta imprescindivel para
estabelecer a diagnose diferencial e requer, no caso
desses protozoarios, o uso de técnicas especificas de
concentragao e coloragao®.

Atualmente, os métodos de coloragdo acidos-
resistentes sdo os mais recomendados para a
demonstragdo dos oocistos de Cryptosporidium nas
fezes*. Entretanto, Ignatius et aP descreveram um novo
procedimento denominado Acid-Fast-Trichrome (AFT)
que, segundo os autores, possibilita a deteccao
simultanea dos coccidios e microsporidios intestinais.
Até o momento, a evidenciagdo desses parasitos em

amostras fecais, sO era possivel com a utilizagao de
coloracgdes distintas, aplicaveis a cada agente
parasitario®.

O interesse em aprimorar métodos de coloragao é
justificado tanto por sua facil aplicagéo nos laboratérios
de Andlises Clinicas devido aos baixos custos do exame
coproparasitolégico como pelo fato de que 0 mesmo
nao é um procedimento invasivo, o que pode representar
um impacto positivo na sobrevida dos hospedeiros
imunocomprometidos, especialmente aqueles
portadores da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida.

No caso da coloragdo combinada do acido tricrémico
(AFT), ressalte-se que esse procedimento possibilita a
evidenciacdo simultdnea dos mais importantes
protozoarios emergentes (Cryptosporidium, Isospora e
microsporidios), apenas utilizando microscopia Optica.

O presente estudo teve por objetivo tecer
comparagoes entre as coloragdes Acid-Fast-Trichrome
(AFT)'"" e de Ziehl-Neelsen modificada’” (ZNm), com o
intuito de esclarecer vantagens inerentes a cada
metodologia.

MATERIAL E METODOS

Para a analise comparativa entre os diferentes
procedimentos, foram empregadas amostras fecais
de individuos portadores de infecdo pelo VIH que:
1) relataram ocorréncia de diarréia (n=60) (definida como
emissao de duas ou mais fezes liquidas em um periodo
de 24 horas) e 2) nao apresentaram diarréia (n=60).

Obtencao das amostras de fezes. As amostras fecais
foram colhidas em solugéo de formalina 10% pelo setor
de Parasitologia do Hospital de Clinicas e analisadas no
laboratério de Protozoologia do Departamento de
Parasitologia/IB/UNICAMP. Suspenséo fecal contendo
oocistos de Cyclospora cayetanensis foi cedida pelo
Dr. Hércules de Moura (Center for Diseases Control, EUA).

Testes de concentracao e coloracao. Previamente,
0s espécimens fecais foram selecionados quanto a
positividade para os coccidios intestinais (C. parvum, C.
cayetanensis e I. belli) por meio dos métodos de
Safranina Acida'® e ZNm. Na seqléncia, esfregacos
preparados i) diretamente das fezes preservadas em
solugéo de formalina 10% (1:3) e ii) apds centrifugo-
concentragdo a 500xg (10 minutos) com éter-PBS, foram
submetidos aos diferentes procedimentos de coloragao
(AFT e ZNm) com o propésito de observar tanto a
facilidade de evidenciagao como a quantidade de
oocistos encontrados. A leitura microscépica dos diversos

preparados foi realizada sem que o examinador tivesse
conhecimento do grupo ao qual cada individuo pertencia.

Posteriormente, foram efetuados testes com a
finalidade de estabelecer o tempo ideal de coloragéo pelo
método AFT (t,=5min; t,=10min; t,=15min).

Andlise comparativa entre os processos de
coloracao. Na avaliagcdo das laminas, foram
considerados 0s seguintes critérios: oocistos medindo
em torno de 4-6mm, formato esférico e presenca de
esporozoitos (= C. parvum); oocistos nao esporulados,
grandes, com 20-30mm de tamanho (= /. belli); oocistos
medindo em torno de 8-10nm e aspecto granuloso
semelhante a mdrula (= C. cayetanensis); contagem do
numero de oocistos em 50 campos microscépicos;
intensidade da coloragdo dos oocistos; tonalidade de
fundo da preparacgéo; facilidade de visualizagédo dos
oocistos em aumento de 400x e dos esporozoitos;
presenca de oocistos que nao sofreram impregnacao
adequada dos corantes. Estes fatores foram
transformados em dados numéricos e, da pontuagao final
obtida, calculou-se a média, sendo este o valor usado
para a comparagao entre os procedimentos.

Andlise estatistica: os dados obtidos foram
analisados utilizando-se o teste t de Student para
comparagao de médias.

RESULTADOS

De um total de 120 amostras fecais incluidas no
estudo, 19 (15,8%) apresentaram positividade para os
coccidios entéricos (C. parvum, I. belli) sendo que o
procedimento de ZNm permitiu o encontro de oocistos
em 100% dos casos (n=19) e a coloracao de AFT, em
apenas 42,1% (n=8). As onze amostras consideradas
como falso—negativas pelo método de AFT foram ZNm
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positivas. Ambos os procedimentos permitiram a
identificacao dos 101 casos negativos, ou seja, os
verdadeiramente negativos (Tabela 1). Atécnica de AFT
apresentou sensibilidade de 42,1% e especificidade de
90,1%; a de ZNm, alcangou indices de 100%.
Coccidiose intestinal foi mais frequente entre os
pacientes que apresentaram diarréia (26,6%) em
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Tabela 1 - Comparagdo entre os procedimentos de Ziehl— comparacéo a positividade observada entre os individuos
;Vee{sen m(%cll__igi_gado %N;n) e ccgorégéot comb_g"(ada do dcido assintomaticos (5%) sendo esta diferenca estatisticamente
ricromico para aetecgao ae Lryptosporiaium parvum e ianifi i — . -

Isospora bolli em amosiras fecais, 3|9n|f|9at|va (t=3,376; p = 0,001 ). Em ambos os grupos,

ZNm nao foi detectada C. cayetanensis (Tabela 2).

AFT positivo negativo total Quando considerada a quantidade de oocistos
Positivo 3 o s presentes nas preparagdes submetidas ao processo de
Negativo " 101 112 centrifugo-concentragao, tais formas foram detectadas
Totil 9 01 20 em maior nimero nos esfregagcos submetidos a

coloragao de ZNm (Tabela 3) do que naqueles efetuados

Tabela 2 - Positividade para os coccidios intestinais em amostras fecais de pacientes portadores
de VIH, apresentando ou nao diarréia, atendidos pelo Hospital de Clinicas da UNICAMP,

Pacientes portadores de VIH

com diarréia sem diarréia
Protozoario Ne de positivos % Ne de positivos %
C. parvum 11 18,3 1 1,6
1. belli 4 6,6 1 1,6
C. cayetanensis 0 0 0 0
Infecgao concomitante 1 1,6 1 1,6
Total 16 26,6 3 5

Tabela 3 - Numero médio de oocistos (em 50 campos microscopicos) dos coccidios intestinais_encontrados
nos exames fecais efetuados por meio dos métodos de Ziehl-Neelsen modificado (ZNm) e coloragcdo combinada
do &cido tricrémico (AFT), sem e apds concentragdo a 500xg (10 minutos).

Técnica de Coloracdo

ZNm AFT
Cc* SC** C* SC**

AP’ média DP? média DP média DP média DP
12 0,06 0,24 0 0 0 0 0 0

2 0,62 0,57 0,24 0,43 0 0 0 0

3 21,88 29,86 1,20 0,81 0 0 0,38 0,49
4 8,76 6,83 1,54 0,79 5,04 6,63 0 0

5 0,94 0,80 0 0 0,04 0,20 0 0

6 3,80 5,69 1,42 2,19 0 0 0,04 1,14
7 2,56 2,39 0,42 0,54 0 0 0 0

8 0,68 0,71 0 0 0 0 0,18 0,52
9 1,26 0,90 0,42 0,80 0 0 0 0

10 0,02 0,14 0 0 0 0 0 0

11 33,32 25,62 5,70 5,10 2,86 1,70 2,08 1,23
12 1,24 0,43 0,34 0,51 0 0 0,38 0,48
13 0,10 0,30 0 0 0 0 0 0
14 0,10 0,30 0 0 0 0 0 0
154 0 0 0 0 0 0 0,04 0,20
16 0,02 0,14 0 0 0 0 0 0
17 0,10 0,30 0 0 0 0 0 0
18 0,10 0,30 0 0 0 0 0 0]
19 0,20 0,40 0 0 0 0 0 0
20 0,34 0,59 0,22 0,41 0,5 0,64 0,02 0,14
21 0,10 0,30 0 0 0 0 0 0

'AP= amostra/paciente; 2DP = desvio padréo; °>= amostras 1 a 14: positividade para C. parvum;

4= amostras 15 a 21: positividade para /. belli; *C= ap6s concentragéo (500xg,10min); SC**= sem concentracdo préviamente
a coloragéo.
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pela técnica AFT (ZNm: média final e desvio padrao
apos concentracdo: 18,6 + 3,1; AFT: média final e desvio
padrdo apés concentragédo: 10,1 = 2,3 sendo as
diferencas entre as médias estatisticamente
significantes, com nivel de significaAncia de 5%) e,
quando analisados os esfregagos confeccionados sem
enriquecimento prévio (Tabela 3), novamente o método
de ZNm mostrou evidente superioridade (ZNm: média

final e desvio padrao sem enriquecimento: 15,8 + 3,9;
AFT: média final e desvio padrdo sem enriquecimento:
10,2 = 2,7; sendo as diferencas entre as médias
estatisticamente significantes; nivel de significancia de
5%). Alteragbes no tempo de coloragéo (AFT), néo
acarretaram melhores resultados (t,= 5min - média
final: 11,3; t,= 10min - média final: 17; t,= 15min - média
final: 17).

DISCUSSAO

As prevaléncias observadas, neste estudo, para
C. parvum (18,3%) e 1. belli (6,6%), foram coerentes com
a taxa anual de criptosporidiose (5 - 10%) e isosporose
(15%) estimada para os individuos portadores de SIDA51°
e que apresentam diarréia.

Neste estudo, verificou-se a superioridade da coloragao
de ZNm para o diagndstico individual da criptosporidiose
e isosporose (Tabela 1). Esta preparagao propiciou uma
melhor visualizagao dos oocistos que apresentavam
diferentes tonalidades de réseo-avermelhado (Figura 1) e
0s esporozoitos eram facilmente observados na maioria
dos oocistos presentes (Figuras 1 e 2). O fundo dos
esfregacos apresentou tonalidade esverdeada ou azulada
(dependendo da contra-coloragdo empregada), resultando
num bom contraste. Também para /. belli, foi possivel
observar aspectos morfoldgicos (Figura 3).

Contrariamente, nas laminas efetuadas pela técnica
AFT, os oocistos apresentavam diferentes nuances
de vermelho mas muitos ndo se impregnavam
adequadamente com o corante (Figura 4), tornando dificil
a evidenciagao da morfologia interna para os protozoarios
estudados o que ja havia sido mencionado por Ignatius et
aP . Outra desvantagem desta coloracéo é que ela oferece
pouco contraste entre os oocistos e o fundo das
preparagdes, predominando tons de cinza ou rosa claro
dificultando a leitura dos espécimens, enquanto no caso
do procedimento ZNm, um técnico pode realizar a triagem
do material utilizando menor aumento e facilmente
identificar os oocistos réseos (Figura 5).

Neste estudo, foram empregadas amostras fecais
contendo numero varidvel de oocistos o que refletiu
diferentes intensidades de infe¢do. Tal fato possibilitou-
nos concluir que o procedimento ZNm ¢ indicado para
diagndstico das infecdes leves, quando o numero de
oocistos presentes nas fezes é baixo, como revelado pela
contagem em 50 campos microscopicos (Tabela 3), devido
a facil visualizagcao da morfologia interna.

O método de centrifugo-concentracdo em formalina-
éter (500xg por 10 minutos) tem sido recomendado como
0 mais adequado para o diagnéstico das coccidioses
entéricas quando associado as técnicas de coloragao
especificas?. Alguns pesquisadores (comunicacao
pessoal) sugerem que ndo é necessario 0 emprego de
métodos de concentragcdo nos casos de infecao
sintomatica pois o simples exame das fezes diluidas (1:3)
seria suficiente para um teste positivo. Entretanto, a técnica
de concentracdo em formalina-éter utilizada nesta
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investigacao acarretou um aumento da sensibilidade: em
12 casos (Tabela 3), s6 foi possivel comprovar a presenca
de oocistos nas fezes apds submeté-las ao procedimento
prévio de concentragdo. Esses dados corroboram aqueles
relatados por varios autores que sé encontraram
preparagcdes ZNm positivas quando o grau de infecgao
era muito alto® ''. Além disto, seu uso é justificavel pelo
fato de que em um consideravel niumero de pacientes
imunodeficientes que apresentam diarréia crénica,
C. parvum s6 pode ser detectado apds o exame de
multiplas amostras’.

Resultados discrepantes entre as coloragdes (ZNm
e AFT) em relacao a detecgéao de /. belli podem ser
explicados pela maior fragilidade dos oocistos a
centrifugacéo; uma posterior avaliagao dessas laminas,
revelou a presenca de oocistos com morfologia alterada,
dificultando sua evidenciagao.

C. cayetanensis é um protozoario coccidio causador
de diarréia crénica em pacientes imunocomprometidos;
foi descrito como uma espécie nova a partir de 199312,
Seus oocistos (8-10mm) possuem morfologia e
propriedades de coloracdao semelhantes aos de
C. parvum (4-6nm) o que justifica a atualizacdo dos
dados de prevaléncia de criptosporidiose.

O teste de autofluorescéncia tem sido recomendado
para o diagndstico de C. cayetanensis'* mas, esse
critério pode néo ser preciso pois relato recente'
enfatiza que os oocistos de C. parvum também podem
ser autofluorescentes. Os testes laboratoriais referentes
a aplicabilidade da coloragao de AFT para evidenciagao
dos oocistos de Cyclospora permitiram concluir que o
mesmo é adequado para a coloracao das formas de
resisténcia deste coccidio pois foram visiveis, nas
lAminas, tanto as estruturas internas dos oocistos (que
apresentaram tonalidade rosa, o que permite diferencia-
los dos residuos fecais) como a parede e os granulos
internos, embora a ndo impregnagao do corante foi
evientes em alguns oocistos (Figura 6).

Devido a sensibilidade e especificidade obtidas
neste estudo (100%), conclui-se i) que a técnica de ZNm
continua sendo a mais indicada para uso rotineiro em
laboratdrios de anadlises clinicas, com relagdo ao
diagndstico da criptosporidiose e isosporose € ii) que a
aplicacao prévia de procedimento de centrifugo-
concentragao a 500xg (10 minutos) constitui um fator
primordial para aumento da sensibilidade da coloracéo
de Ziehl-Neelsen modificada.
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Figura 1 - Oocistos de Cryptosporidium parvum (coloragdo ZNm), aumento: 1000x. Figura 2 - Oocistos

de Cryptosporidium parvum - 4 esporozoitos (coloracao ZNM), aumento: 1000x. Figura 3 - Oocisto

de Isospora belli (coloracdo ZNm), aumento: 400x.

igura 4 - Oocistos de Cryptosporidium parvum

(coloracdo AFT), aumento: 1000x. Figura 5 - Oocistos Cryptosporidium parvum (coloragdo ZNm),
aumento: 400x. Figura 6 - Oocisto de Cyclospora cayetanensis (coloragdo AFT), aumento: 1000x.
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