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[Comparison between the modified Ziehl-Neelsen technique and the phase
contrast for detection of oocysts of the genus Cryptosporidium Tyzzer, 1907 (Api-
complexa: Cryptosporidiidae) in assintomatic cattle.] Comparação das técnicas de
Ziehl-Neelsen modificada e contraste de fase na detecção de oocistos do gênero
Cryptosporidium Tyzzer, 1907 (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) em bovinos assintomá-
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The aim of this study was to compare the modified Ziehl-Neelsen Technique (ZNM)
and the centrifugal-flotation with phase contrast (CF) for detection of oocysts of
Cryptosporidium in asymptomatic cattle. One hundred fifty-six fecal samples of
asymptomatic cattle (64 calves and 92 adults) were collected and selected using not random
method. For the ZNM technique was prepared three slides of each sample. To the statistical
analysis was used the Cohen’s Kappa statistics for comparison of the techniques and the
chi-square test with Yates correction to evaluate the use of more than one slide in the
ZNM technique. It was observed a poor agreement (k: 0.08) between the CF, with either
one or three slides in the ZNM, in which results showed that the first comparison of the
simultaneous need of techniques to increase the detection of positive animals and second
comparison that the sensitivity of the three slides was superior to the CF. This can be
verified when just one slide was examined, showing that 41(26.3%) of all animals would
not be diagnosed with Cryptosporidium, accounting for 46.06% of positive (p<0.001),
underestimating the occurrence of this coccidian. Thus the reading of three blades became
more sensitive diagnosis of Cryptosporidium and should be recommended mainly in
asymptomatic animal studies of which could minimize the number of false negatives.
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RESUMO. Objetivou-se, neste estudo, comparar a téc-
nica de Ziehl-Neelsen Modificada com confecção de três
lâminas e leitura de toda a extensão do esfregaço e da
centrífugo-flutuação com contraste de fase , na detecção
de oocistos de Cryptosporidium, em bovinos assinto-
máticos. Foram coletadas 156 amostras de fezes de bo-
vinos (64 bezerros e 92 adultos) selecionados por con-
veniência, as quais foram submetidas às técnicas de Cen-
trífugo-flutuação com contraste de fase (CF) e Centrífu-
go-sedimentação com coloração de Ziehl-Neelsen Mo-
dificada (ZNM), em três lâminas confeccionadas. Para
análise estatística, utilizou-se a estatística de Kappa de
Cohen para comparação entre as técnicas e do teste do
qui-quadrado, com correção de yates na avaliação do
uso de mais de uma lâmina no ZNM. Observou-se uma
concordância ruim (k:0,08) entre o CF, tanto com uma
ou três lâminas do ZNM, onde os resultados demons-
tram na primeira comparação, a necessidade de realiza-
ção simultânea das técnicas, para maior detecção de ani-
mais positivos e, na segunda, que a sensibilidade das três
lâminas foi superior ao CF, evidenciando que se apenas
uma lâmina fosse examinada 41(26,3%) do total de ani-
mais não seriam diagnosticados com Cryptosporidium,
correspondendo a 46,06% do total de positivos
(p<0,001), subestimando a ocorrência deste coccídio.
Desta forma, a leitura de três lâminas tornou mais sensível
o diagnóstico de Cryptosporidium devendo ser preco-
nizada principalmente em estudos com animais assinto-
máticos minimizando o número de falso-negativos.
PALAVRAS-CHAVE. Criptosporidiose, epidemiologia, diagnós-
tico, fezes.

INTRODUÇÃO
A criptosporidiose é uma doença cosmopolita e co-

mumente responsável por parte dos quadros da síndro-
me diarréica, ocorrendo mais comumente em neonatos
de animais de produção (Graaf et al. 1999). Os animais
adultos são considerados  como potencial fonte de in-
fecção para o resto do rebanho e de contaminação
ambiental (Fayer et al. 2000). Perdas econômicas as-
sociadas com a criptosporidiose estão relacionadas aos
custos que resultam das intervenções para controle dos
problemas diarréicos e em casos extremos na morte dos
animais (Graaf et al. 1999, Vergara & Quílez 2004).

A eliminação dos oocistos de Cryptosporidium varia de
acordo com a intensidade da infecção, assim como animais
doentes excretam maior quantidade em relação aos assinto-
máticos (Souza & Lopes 1995, Ortolani & Soares 2003).

A desinfecção e a disponibilidade de drogas efetivas
contra a criptosporidiose (Fayer & Xiao 2008), associ-
adas às medidas de controle sanitário e de bom manejo

são ferramentas efetivas no combate à enfermidade
(Graaf et al. 1999; Fayer et al. 2000).

A utilização de métodos laboratoriais que possuem
elevada sensibilidade e especificidade, facilidade de exe-
cução e interpretação, bem como baixo custo, é de fun-
damental importância para a realização de um inquérito
epidemiológico (Feitosa et al. 2004). O resultado des-
tes exames pode variar em função dos métodos de de-
tecção utilizados (Fayer et al. 1998).

No Brasil, boa parte dos estudos para o diagnóstico
de oocistos de Cryptosporidium nas espécies domés-
ticas foi realizado pela técnica de coloração de Ziehl-
Neelsen Modificada (Quadros & Araújo 2003), que é
fácil de ser executada, rápida, tem baixo custo e boa
sensibilidade (Ortolani 2000).

Uma má homogeneização da amostra pode causar
resultados falso-negativos, em função de uma distribui-
ção desigual de oocistos, assim como estes ficarem reti-
dos na gaze durante a filtração, se romperem durante o
processamento, ou pela realização de uma única amostra
fecal coletada por animal (Fayer et al. 2000). Resultados
falso-negativos podem também ser observados em ani-
mais assintomáticos pela pequena quantidade de oocistos
eliminada e, neste ínterim, um maior volume de fezes ana-
lisadas por amostra (Fayer & Xiao 2008), ou a utilização
de mais de um método de detecção, associada a confec-
ção de mais de um esfregaço corado pelo Ziehl e leitura
de toda a sua extensão, pode minimizar este risco.

Desta forma, objetivou-se neste estudo comparar a
técnica de Ziehl-Neelsen Modificada com confecção de
três lâminas e leitura de toda a extensão do esfregaço e
do Centrífugo-flutuação com contraste de fase, na de-
tecção de oocistos de Cryptosporidium em bovinos
assintomáticos.

MATERIAL E MÉTODOS
O estudo foi realizado utilizando 156 amostras de

fezes de bovinos assintomáticos, sendo 64 bezerros, com
idade a partir dos sete dias até um ano e 92 adultos
selecionados por conveniência no momento da orde-
nha. Com auxílio de uma luva de palpação retal as fezes
foram colhidas diretamente da ampola retal, colocadas
em sacos plásticos, identificadas, e acondicionadas sob
refrigeração até seu processamento.

As amostras, após serem homogeneizadas, foram pro-
cessadas pelas técnicas de Centrífugo-flutuação Modifi-
cada, com visualização por campo brilhante segundo
Cardozo et al. (2005), e Centrífugo-sedimentação com
preparação de esfregaços fecais, segundo Almeida (2006)
corados pela técnica de Ziehl-Neelsen Modificada utili-
zando o Kit comercial da Newprov ®, seguindo as
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especificações do fabricante. As lâminas foram observa-
das, por um único observador, em microscópio óptico
Olympus™ mod. BX-50, em aumento de 400x.

Para a técnica de Ziehl-Neelsen Modificada foram
confeccionadas e analisadas três lâminas de cada amos-
tra centrifugada, sendo a mesma considerada negativa
quando não se observou oocistos de Cryptosporidium,
após a leitura de toda a extensão das três lâminas.

Para análise estatística, utilizou-se a estatística de
Kappa de Cohen (Laudis & Kock 1977), para com-
paração entre as técnicas de contraste de fase e Ziehl
Nelssen Modificada e do teste do qui-quadrado, com
correção de Yates (Sampaio 1998) na avaliação do uso
de mais de uma lâmina no Ziehl-Nelssen modificado.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
A realização da técnica de Ziehl-Neelsen Modifica-

da (com leitura de uma única lâmina e toda a sua exten-
são), embora tenha detectado um maior número de
amostras positivas que a técnica de contraste de fase
demonstrou que, 22 (14%) das amostras, seriam falso-
negativas (Tabela 1), caracterizando a necessidade da
utilização simultânea destas, ratificada pelo resultado do
Kappa: 0,083, que demonstra uma concordância ruim
entre as técnicas.

A técnica de Ziehl-Neelsen apresentou maior facili-
dade na identificação dos oocistos mesmo nos animais
com baixa carga parasitária, onde o contraste de cores
permitiu a fácil visualização não sendo verificada a in-
terferência dos detritos fecais no diagnóstico, como
mencionado por Huber et al. (2003). O grande número
de falso-negativos 52 (33,3%) na técnica de contraste

de fase provavelmente deveu-se a baixa carga parasitá-
ria, onde 88% dos animais positivos para esta técnica
apresentaram um OoPG (Oocistos por grama de fezes)
inferior a 40, logo OoPGs muito baixos, têm influência
direta na sensibilidade da técnica e, por conseguinte, na
identificação de animais positivos (Fayer & Xiao 2008).

Ao utilizar a técnica de Ziehl-Neesen Modificada com
a confecção e leitura de três lâminas para cada amostra
observou-se que, se apenas a primeira lâmina fosse exa-
minada 41(26,3%) do total de animais, não seriam di-
agnosticados com Cryptosporidium, o que
corresponderia a 46,06% do total de positivos, subes-
timando a ocorrência deste protozoário (p<0,0001)
(Tabela 2), onde apenas 06 (3,8%) animais não seriam
detectados como positivos para Cryptosporidium com
a leitura das três lâminas (Tabela 3), este resultados são
novamente ratificados pelo teste do kappa (0,085) em
função do dobro de detecção de animais positivos em
relação ao contraste de fase.

Desta forma, leituras de lâminas realizadas apenas
por um período de 5 minutos (Paz & Silva 2006), en-
cerrada após a visualização de 50 (Ortolani & Soares
2003) ou 100 campos (Garcia & Lima 2004) e sem
coloração de Ziehl-Neelsen (Huber et al. 2003) não deve
ser encorajada em animais assintomáticos, vista a baixa
eliminação de oocistos em quantidades nem sempre
encontradas (Maddox-Hyttel et al. 2006), onde nossos
resultados recomendam que a leitura de um número maior
de lâminas e de toda a sua extensão, minimiza o número
de falso-negativos por aumentar a quantidade de fezes
a ser analisada pela técnica (Fayer & Xiao 2008).

Os resultados evidenciam que, apenas a utilização da
técnica de Ziehl-Neelsen com leitura de uma lâmina, pode
subestimar o resultado em animais assintomáticos (Tabelas
1 e 2), comprometendo o diagnóstico e, por conseguinte,
o inquérito epidemiológico, necessitando de uma prova
complementar como o contraste de fase para diminuir a
chance de falso-negativo, contudo a técnica com contraste
de fase apresenta inconvenientes como a necessidade de
microscópio apropriado, leitura imediata após a monta-
gem da lâmina e experiência do observador na visualização
dos oocistos. Além disso, os estudos epidemiológicos rea-
lizados com o auxílio do diagnóstico molecular, seja para

Tabela 2. Resultados obtidos na observação de
oocistos do gênero Cryptosporidium corados
pela técnica de Ziehl-Neelsen modificado uti-
lizando três lâminas para cada amostra.

Lâmina Ziehl-Neelsen
Positivos (%) Negativos (%)

1ª 89 (57,1) 67(42,9)
1ª e 2ª 117 (75) 39(25)

1ª, 2ª e 3ª 130 (83,3) 26 (16,7)

p<0,0001

Tabela 1. Comparação entre as técnicas de Contraste de Fase
e Ziehl-Neelsen Modificada, com leitura de uma lâmina, na
detecção de oocistos de Cryptosporidium nas amostras de
fezes de bovinos leiteiros.

Técnica Ziehl-Neelsen Total (%)
Contraste de Fase Positivos (%) Negativos (%)

Positivos 37(23,7) 22(14,1) 59 (37,8)
Negativos 52 (33,3) 45(28,8) 97 (62,2)

Total 89 (57,1) 67 (42,9) 156 (100)

Kappa: 0,083

Tabela 3. Comparação entre as técnicas de Contraste de
Fase e Ziehl-Neelsen Modificada otimizada com três lâmi-
nas para cada amostra.

Técnica Ziehl-Neelsen Total (%)
Contraste de Fase Positivos (%) Negativos (%)

Positivos 53 (34,0) 06(3,8)  59(37,8)
Negativos 77 (49,4) 20(12,8) 97(62,2)

Total 130 (83,3)  26(16,7)  (100)

Kappa: 0,085
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caracterização da espécie, genotipagem ou potencial
zoonótico, normalmente é comparado com os resultados
obtidos pela coloração de uma só lâmina e, por conseguin-
te, embora mais sensíveis, são superestimados.

Assim, a proposição de leitura de pelo menos três
lâminas em toda a sua extensão aumentou considera-
velmente a sensibilidade da técnica (Tabelas 2 e 3), de
forma simples e sem custo adicional, minimizando situa-
ções comuns mencionadas por Fayer et al. (2000), que
levam a resultados falso-negativos tais como: oocistos
se distribuírem em áreas não selecionadas para serem
examinadas; a realização de uma única amostra coleta-
da por animal e uma quantidade pequena de oocistos
eliminados. Soma-se ao fato que para a adoção de
medidas de controle e profilaxia é imprescindível a de-
tecção dos animais positivos, principalmente os assin-
tomáticos. Visto que, um bovino adulto aparentemente
negativo que excreta 20 kg de fezes diariamente pode-
rão estar eliminado juntamente 20 milhões de oocistos
(Fayer et al. 1998).

CONCLUSÃO
A utilização de mais de uma lâmina para da técnica

de Ziehl-Neelsen Modificada foi mais eficiente na iden-
tificação dos oocistos em esfregaços fecais em compa-
ração com as técnicas como o Contraste de Fase e Ziehl-
Neelsen Modificada, com leitura de uma só lâmina, de-
vendo ser encorajada para estudos epidemiológicos prin-
cipalmente em rebanhos assintomáticos.
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