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RESUMO

Introdução: A criptosporidiose é uma doença diarreica que afeta principalmente crianças e indivíduos 
imunocomprometidos. Seu diagnóstico laboratorial é baseado em técnicas de coloração permanente 
e muitos desafios ainda precisam ser vencidos para a sua implementação como rotina de laboratórios 
clínicos. Objetivos: Comparar a eficácia de diferentes técnicas de coloração permanente na detecção 
de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes e avaliar a melhor metodologia a ser imple-
mentada em laboratórios clínicos. Métodos: Indivíduos apresentando suspeita clínica de criptospo-
ridiose foram convidados a participar do estudo. Um total de 18 amostras de fezes (com e sem o con-
servante formol 10%) foram analisadas. Cinco diferentes abordagens foram realizadas: Ziehl-Neelsen 
(ZN) com e sem aquecimento, Safranina (SF) com e sem aquecimento e Panótico Rápido. Resultados: 
Das 18 amostras analisadas, sete (38,9%) foram positivas para Cryptosporidium spp. por pelo menos 
uma das técnicas de coloração utilizadas. A técnica da SF com aquecimento teve o melhor desem-
penho, apresentando maior percentagem de acertos (77,78%) e menor percentagem de erros (5,56%) 
quando comparada às outras técnicas de coloração. A concordância estatística foi “leve” (Kappa=0,36, 
p<0,0001). A qualidade da fixação do esfregaço fecal em lâmina e da coloração mostrou resultados 
satisfatórios tanto macro quanto microscopicamente. Conclusão: O presente estudo chama a atenção 
para a frequência de infecção moderada para Cryptosporidium spp. em Juiz de Fora e a necessidade de 
avaliação das técnicas utilizadas na rotina laboratorial para diagnóstico de coccídeos.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp.; Colorações permanentes; Microscopia; Diagnóstico; Con-
trole de qualidade.

ABSTRACT

Introduction: Cryptosporidiosis is a diarrheal disease that mainly affects children and immunocom-
promised individuals. Laboratory diagnosis is based on permanent staining techniques and many 
challenges still need to be overcome for its implementation as a routine in clinical laboratories. Objec-
tives: Compare the effectiveness of different staining techniques in the detection of Cryptosporidium 
spp. in stool samples and evaluate the best methodology to be implemented in clinical laboratories. 
Methods: Individuals presenting clinical suspicion of cryptosporidiosis were invited to participate 
in the study. A total of 18 stool samples (with and without 10% formaldehyde preservative) were ana-
lyzed. Five different methodologies were performed: Ziehl-Neelsen (ZN) with and without heating, 
Safranina (SF) with and without heating and Panoptic Fast. Results: Of the 18 samples analyzed, seven 
(38.9%) were positive for Cryptosporidium spp. by at least one of the staining techniques used. Sta-
tistical agreement was “slight” (Kappa=0.36, p<0.0001). The quality of fixation of the fecal smear on 
slide and staining showed satisfactory results, both macroscopically and microscopically. Conclusion: 
The present study highlights the frequency of moderate infection with Cryptosporidium spp. in Juiz 
de Fora and the need to evaluate the techniques before being implemented in the laboratory routine.
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INTRODUÇÃO

Os protozoários do gênero Cryptosporidium causam 
uma doença diarreica com interesse para a saúde 
pública e animal¹. A criptosporidiose humana é nor-
malmente causada pelas espécies Cryptosporidium 
parvum ou C. hominis, entretanto, diversas outras 
espécies podem causar infecção nesse hospedeiro². 
Esses protozoários acometem principalmente crian-
ças e indivíduos com HIV/AIDS, e sua transmissão 
se dá por via fecal-oral, cujas fontes de infecção in-
cluem água e alimentos contaminados com oocistos 
ou o contato com pessoas ou animais infectados³.

O diagnóstico laboratorial da criptosporidiose é 
baseado na observação, através da microscopia de 
esfregaços fecais corados, de oocistos nas fezes de 
pacientes infectados. Essa ferramenta é a mais difun-
dida devido ao seu baixo custo e razoável facilidade 
na preparação. Entretanto, nem todos os laborató-
rios clínicos disponibilizam a pesquisa de coccídeos 
como parte de seu serviço. De fato, alguns desafios 
devem ser enfrentados para a implementação dessa 
metodologia como rotina, na qual incluem: i) a bai-
xa sensibilidade, principalmente em infecções por 
baixa carga parasitária; ii) a qualidade da coloração, 
e iii) a disponibilidade de microscopistas treinados 
para identificação das formas parasitárias2,4-5.

O objetivo do presente trabalho foi comparar a 
eficácia de diferentes técnicas de coloração perma-
nente na detecção de oocistos de Cryptosporidium 
spp. em amostras de fezes e avaliar a melhor meto-
dologia a ser implementada em laboratórios clínicos.

MÉTODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Univer-
sitário da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEP 
HU-UFJF) (número CAAE: 06999319.6.0000.5133, 
aprovação em 28 de fevereiro de 2019). O projeto foi 
desenvolvido no HU-UFJF em Juiz de Fora, Minas 
Gerais. Indivíduos maiores de 18 anos de idade com 
solicitação de qualquer exame nas fezes (exame pa-
rasitológico de fezes [EPF], pesquisa de coccídeos, 
de sangue oculto, gordura e/ou de leucócitos nas 
fezes) foram convidados a participar do estudo. Fo-

ram excluídos aqueles menores de idade. Todos os 
indivíduos leram e assinaram o Termo de Consen-
timento Livre e Esclarecido (TCLE). O período de 
coleta foi de outubro de 2019 a março de 2020. A 
coleta das fezes foi realizada pelos participantes em 
suas residências ou no hospital. Amostras de fezes 
com e sem o conservante formol 10% foram acei-
tas para realização das análises. Todas as amostras 
recebidas estavam em condições aceitáveis (quali e 
quantitativamente) para a realização das análises 
parasitológicas. Devido à pequena quantidade de 
amostras recebidas no período e de aceitabilidade 
dos indivíduos em participar do estudo, apenas 18 
amostras fecais foram incluídas.

As amostras foram homogeneizadas e submeti-
das à técnica de concentração parasitária de cen-
trífugo-sedimentação com formalina-éter6. Os es-
fregaços fecais foram preparados com o sedimento 
utilizando bastão de vidro6. Após secarem a tempe-
ratura ambiente, os esfregaços foram fixados com 
metanol durante 5 minutos. Foram utilizadas cinco 
diferentes técnicas (em cada amostra fecal) de co-
loração permanente para a detecção de oocistos: i) 
Ziehl-Neelsen sem aquecimento (ZN S/AQ); ii) ZN 
com aquecimento (ZN C/AQ); iii) Safranina sem 
aquecimento (SF S/AQ); iv) SF com aquecimento 
(SF C/AQ)6; e v) Panótico Rápido (PR – Laborclin) 
conforme instruções do fabricante. Para todas as 
colorações, um controle negativo (contendo água 
destilada) foi adicionado. A etapa de aquecimento 
consistiu em submeter a lâmina ao aquecimento em 
bico de Bunsen até a emissão de vapores após a adi-
ção dos corantes fucsina e Safranina nas técnicas de 
ZN C/AQ e SF C/AQ, respectivamente.

A qualidade macro e microscópica da fixação do 
esfregaço fecal em lâmina foi avaliada. Para isso, os 
seguintes critérios foram adotados: fixação geral do 
esfregaço e fixação do “fundo” da preparação. Os 
resultados foram expressos em: satisfatório (boa fi-
xação do material biológico em lâmina) ou não sa-
tisfatório (fixação ruim). Além disso, a interferência 
da prévia conservação do material biológico em for-
mol 10% (máximo 48 horas) na fixação e a coloração 
do esfregaço fecal foram analisadas. Para isso, os se-
guintes critérios foram adotados: a intensidade da 
coloração da lâmina, a intensidade da coloração das 
estruturas parasitárias e do “fundo” da preparação.
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Análise estatística para avaliar a concordância 
entre as técnicas de coloração permanente estuda-
das foi realizada através do cálculo do índice Kappa 
no programa Microsoft Excel®, utilizando a ferra-
menta Real Statistic Using Excel), com nível de con-
fiança de 95% (significância estatística p<0,05). Os 

valores de referência para o índice Kappa são mos-
trados na Tabela 1. O software Microsoft Excel® foi 
também utilizado para avaliar o desempenho das 
técnicas de coloração permanente através de uma 
análise estatística multivariada, na qual se determi-
nou a percentagem de erros e acertos de cada téc-
nica, além da inferência disjuntiva para respostas 
positivas para Cryptosporidium spp. e da inferência 
conjuntiva para respostas negativas.

RESULTADOS

A análise da presença de oocistos de Cryptospori-
dium spp. nas amostras fecais (n=18) por qualquer 
uma das técnicas de coloração revelou que 38,9% 
dos participantes (7/18) estavam infectados com o 
parasito (Tabela 2).

TABELA 1. Valores de referência para o índice Kappa

Valores de Kappa Interpretação

<0 Ausência de concordância

0-0,19 Concordância pobre

0,20-0,39 Concordância leve

0,40-0,59 Concordância moderada

0,60-0,79 Concordância substantiva

0,80-1,00 Concordância quase perfeita

Fonte: Adaptado de McHugh7.

TABELA 2. Resultados da pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. por diferentes técnicas de coloração permanente (n=18)

Amostra
Técnica de coloração permanente

Pesquisa de oocistos
ZNS/AQ ZNC/AQ SFS/AQ SFC/AQ PR

CCC001 - - - - - Negativo

CCC002 - - O - - Negativo

CCC003 - - - - - Negativo

CCC004 - - - - - Negativo

CCC005 + - + - - Positivo

CCC006 - - - + - Positivo

CCC007 - - - - - Negativo

CCC008 - - - - - Negativo

CCC009 - - - - - Negativo

CCO001 + O - O - Positivo

CCO002 + O O O O Positivo

CCO003 - - - - - Negativo

CCO004 - - - + + Positivo

CCO005 - - - + - Positivo

CCO006 - - - - - Negativo

CCO007 - O - - - Negativo

CCO008 O O O O O O

CCO009 - - - + - Positivo

Positividade 3 0 1 4 1 7

ZN S/AQ: Ziehl-Neelsen sem aquecimento; ZN C/AQ: Ziehl-Neelsen com aquecimento; SF S/AQ: Safranina sem aquecimento; SF C/AQ: Safranina com 
aquecimento; PR: Panótico Rápido. O: sem esfregaço. Fonte: Os autores (2023).
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A técnica que demonstrou maior número de 
amostras positivas foi a SF C/AQ (n=4), seguida da 
técnica ZN S/AQ (n=3) (Tabela 2). Foi possível de-
tectar a presença de oocistos pela técnica de colo-
ração hematológica PR em um indivíduo. Não foi 
possível obter resultado positivo por todas as cinco 
técnicas de coloração simultaneamente. Em duas 
amostras, foi possível detectar a presença de oocis-
tos por mais de uma técnica: amostra CCC005 nas 
técnicas ZN S/AQ e SF S/AQ e amostra CCO004 
nas técnicas SF C/AQ e PR (Tabela 2).

A concordância entre as técnicas utilizadas foi 
avaliada através do índice Kappa, K=0,39 (p<0,0001), 
indicando concordância leve. Quanto à inferência 
disjuntiva para respostas positivas para Cryptospo-
ridium spp. e a inferência conjuntiva para respostas 
negativas revelaram que, se considerarmos que to-
dos os resultados positivos nas cinco técnicas são 
verdadeiros, a técnica da SF C/AQ mostrou o me-
lhor resultado, com 77,8% de resultados verdadeiros 
positivos e menor percentagem de erros (5,6%), en-
quanto a técnica de ZN C/AQ mostrou o pior resul-
tado, com apenas 55,6% de resultados verdadeiros 
positivos (Tabela 3).

O controle de qualidade realizado para avalia-
ção macroscópica da fixação do esfregaço fecal em 
lâmina mostrou que 55,6% das amostras (n=10) 
tiveram uma boa resposta (Tabela 4). A avaliação 
microscópica da fixação do esfregaço fecal em lâ-
mina mostrou que 72,2% das amostras (n=13) tive-
ram uma boa fixação. A avaliação da qualidade da 
coloração em lâmina mostrou que 72,2% das lâmi-
nas (n=13) tiveram um resultado satisfatório, tanto 

macro quanto microscópica (Tabela 4). Observou-
-se que a qualidade das colorações foi influenciada 
pela qualidade de fixação do esfregaço. A coloração 
de “fundo” dos esfregaços apresentou tonalida-
de esverdeada ou azulada, resultando em um bom 
contraste. O controle negativo mostrou resultados 
esperados. Não foi observada contaminação com 
artefatos ou outras estruturas parasitárias.

Quando avaliada a interferência do uso do for-
mol 10% na fixação e coloração do esfregaço em lâ-
mina (Tabela 4), pôde-se verificar que na maioria 
das lâminas (85,7%) o esfregaço teve boa aderência 
e contraste na coloração (amostras positivas), suge-
rindo não haver interferência do uso do conservan-
te prévio nas amostras fecais.

DISCUSSÃO

No presente estudo, a frequência de infecção de 
Cryptosporidium spp. foi moderada (38,9%). Es-
tudos anteriores no Brasil mostraram uma preva-
lência menor em indivíduos de comunidade (não 
hospitalizados), que variou de 7% a 17%8-10. Já em 
indivíduos hospitalizados, a prevalência foi de 
26%11. Em outros países em desenvolvimento, a pre-
valência varia de 29% a 43%, tanto em indivíduos 
hospitalizados quanto de comunidade12-14. Um es-
tudo do tipo metanálise mostrou que a prevalência 
média da criptosporidiose em países em desenvol-
vimento é de 7,6%, e que alguns países como Mé-
xico, Nigéria, Bangladesh e Coreia apresentam as 
mais altas frequências de infecção, que variaram de 

TABELA 3. Resultados da análise multivariada mostrando a percentagem de erros, acertos e sem esfregaço de cada técnica de coloração 

permanente estudada

Técnica de coloração
Análise multivariada

Erros (%) Acertos (%) Sem esfregaço (%)

ZN S/AQ 22,2 72,2 5,56 

ZN C/AQ 22,2 55,6 22,22

SF S/AQ 16,7 66,7 16,67

SF C/AQ 5,6 77,8 16,67

PR 22,22 66,7 11,11

ZN S/AQ: Ziehl-Neelsen sem aquecimento; ZN C/AQ: Ziehl-Neelsen com aquecimento; SF S/AQ: Safranina sem aquecimento; SF C/AQ: Safranina com 
aquecimento; PR: Panótico Rápido. Fonte: Os autores (2023).
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34% a 83%15. É de conhecimento geral que a preva-
lência dessa doença é significativamente menor em 
países desenvolvidos em comparação aqueles em 
desenvolvimento, devido principalmente às condi-
ções de saneamento básico e à qualidade da água 
para consumo². Nosso estudo chama a atenção 
para a prevalência moderada encontrada, mesmo 
em uma população pequena, na qual sugere haver 
uma subestimação da real frequência de infecção 
por Cryptosporidium spp. na região. Nesse contex-
to, devemos mencionar que através das técnicas 
parasitológicas convencionais utilizadas na rotina 
laboratorial — como as técnicas de concentração 
parasitária — não é possível detectar a infecção por 
esses protozoários. As técnicas mais indicadas são 
aquelas de coloração, normalmente Ziehl-Neelsen 
modificado, previamente submetidas a uma técnica 
de concentração parasitária16.

Surpreendentemente, observou-se que as cin-
co técnicas de coloração permanente utilizadas no 

presente estudo não tiveram boa concordância na 
detecção dos oocistos. A concordância foi calcula-
da através do índice Kappa e foi caracterizada como 
“leve”. Em apenas duas amostras obteve-se um re-
sultado positivo com duas técnicas simultaneamen-
te. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de 
as técnicas de microscopia baseadas em coloração 
permanente apresentarem baixa sensibilidade — 
em torno de 30%². Acredita-se que essa baixa sensi-
bilidade possa estar relacionada também à existên-
cia de oocistos “fantasmas”, que não coram com a 
fucsina de Ziehl-Neelsen5 e passam despercebidos 
pelo microscopista. E apesar do baixo custo e da 
facilidade na preparação das lâminas para micros-
copia, uma boa coloração (qualidade dos corantes 
e no preparo das lâminas) e as habilidades visuais 
dos microscopistas são essenciais para a liberação 
de laudos confiáveis4. Outro fato que pode explicar 
a baixa concordância entre as técnicas de coloração 
usadas é a confecção e análise de apenas uma lâ-

TABELA 4. Resultados do controle de qualidade e da interferência do uso prévio de formol 10% na fixação do esfregaço fecal em lâmina

Amostra
Fixação do esfregaço Coloração Amostra previamente 

conservada em formol 10%
Interferência da conservação 
prévia com formol 10%Macroscópica Microscópica Macroscópica Microscópica

CCC001     SIM 

CCC002     SIM NÃO

CCC003     NÃO -

CCC004     SIM NÃO

CCC005     SIM NÃO

CCC006     SIM NÃO

CCC007     SIM NÃO

CCC008     SIM NÃO

CCC009     NÃO -

CCO001     NÃO -

CCO002     NÃO -

CCO003     NÃO -

CCO004     NÃO -

CCO005     NÃO -

CCO006     NÃO -

CCO007     NÃO -

CCO008     NÃO -

CCO009     NÃO -

: Resultado satisfatório/bom; : Resultado não satisfatório/ruim. Fonte: Os autores (2023).
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mina por técnica. No diagnóstico laboratorial dos 
protozoários intestinais, é recomendado que um 
significativo número de lâminas seja examinado 
antes de se concluir pela ausência do protozoário 
na amostra fecal6. 

Um melhor desempenho na detecção de oocis-
tos foi observado quando realizada a coloração pela 
técnica da SF C/AQ. Nossos resultados discordam 
de estudos anteriores, que demonstram que a téc-
nica ZN S/AQ possui um melhor desempenho na 
coloração de Cryptosporidium quando comparada 
a outras técnicas, como SF e auramina17. Interes-
santemente, a coloração pelo PR, mostrou ser capaz 
de corar oocistos de Cryptosporidium spp. Normal-
mente utilizada na rotina de coloração de células 
hematológicas, a coloração pelo PR já foi descrita 
para coloração de hemoparasitos18. Para nosso co-
nhecimento, este é o primeiro estudo demonstran-
do a coloração de coccídeos intestinais utilizando 
essa coloração.

No presente estudo, a prévia conservação das 
amostras fecais em formol 10% não interferiu na 
fixação ou coloração do esfregaço em lâmina. É 
conhecido que oocistos submetidos à conservação 
prévia em formol 10% podem perder a capacidade 
de reter o corante fucsina19-20. Entretanto, o tem-
po de exposição ao formol foi mais baixo (48 ho-
ras) quando comparado, por exemplo, ao estudo de 
Harrington20, que submeteu os oocistos há vários 
dias ou semanas ao conservante.

Uma limitação do presente estudo foi o baixo 
número de amostras analisadas. Entretanto, não in-
viabilizou a realização e a confiança nos resultados.

CONCLUSÃO

Conclui-se que a técnica de coloração permanente 
com Safranina com aquecimento apresentou me-
lhor desempenho quando comparada a outras téc-
nicas de coloração permanente no diagnóstico la-
boratorial de Cryptosporidium spp. Nós chamamos 
a atenção para a necessidade de constante avaliação 
e controle de qualidade das técnicas utilizadas na 
rotina laboratorial.
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