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Resumo. O presente estudo objetivou aprimorar a citologia fecal como método diagndstico
mais acessivel e menos invasivo. Foram coletadas amostras de fezes de 14 vacas leiteiras
em trés momentos, com intervalos de 28 dias, obtidas por toque retal, armazenadas e
transportadas em caixa térmica. A técnica consistiu na adaptagdo do esfregago otologico,
utilizando swab rolado sobre laminas e duas colora¢des (Pandtico Rapido e May-Griinwald
Giemsa). A adaptagdo mostrou-se funcional, desde que os esfregacos fossem finos, com
melhor visualizagdo no Panotico Répido. A técnica pode ser aplicada em contextos com
recursos limitados, embora a interpretagdo exija experiéncia devido a presenca de detritos
fecais. Destaca-se o potencial da citologia fecal como ferramenta de triagem na medicina
veterinaria e a necessidade de estudos adicionais para seu refinamento e validagdo.

Palavras-chave: Adaptacao de técnica, analise fecal, microbiota intestinal.

Adequacy of the fecal cytology technique applied to dairy cattle

Abstract. The present study aimed to improve fecal cytology as a more accessible and less
invasive diagnostic method. Fecal samples from 14 dairy cows were collected at three 28-
day intervals via digital rectal examination and processed immediately. The technique
consisted of adapting an otological smear using a sterile swab rolled onto glass slides,
followed by Rapid Panoptic or May-Griinwald Giemsa staining. The adapted method
proved functional when thin smears were prepared, with clearer visualization when using
Rapid Panoptic staining. This approach may be useful in settings with limited resources,
although interpretation requires expertise due to fecal debris. Fecal cytology shows
potential as a screening tool in veterinary medicine, and further studies are needed for
refinement and validation.

Keywords: Technique adaptation, fecal analysis, intestinal microbiota.

Introducio

A medicina veterinaria, em sua constante evolugdo, busca ferramentas diagndsticas sensiveis,
especificas, menos invasivas € com custos acessiveis para a avaliagdo da satide animal (Arns & Reis
2011; Johnson et al., 2004). O panorama da coprocitobiologia tem se transformado, e sua utilidade cresce
consideravelmente, uma vez que os custos das técnicas moleculares permanecem elevados, e a citologia
oferece uma alternativa economica e simples aos métodos de triagem molecular (Raskin & Meyer, 2011;
Ryan et al., 2021; Trindade et al., 2008).

Alteragdes na microbiota intestinal podem impactar negativamente a saide do hospedeiro, pois o
trato gastrointestinal abriga grande parte do tecido linfoide associado a mucosa, sendo central para a
resposta imune e para a saude geral do animal. Tais alteracdes estendem seus efeitos para além do trato
gastrointestinal, englobando diferentes e, consequentemente, o desempenho produtivo (Jing et al., 2021;
Linnehan et al., 2024).
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Nesse contexto, a citologia configura-se como um recurso diagnostico relevante, permitindo a
identificacdo e diferenciacdo de tipos celulares, disturbios infecciosos, inflamatdrios, fungicos
(filamentosos ou leveduriformes), neoplasias e parasitas em diferentes estagios de desenvolvimento
(Raskin & Meyer, 2011; Trindade et al., 2008). Além disso, proporciona uma visdo abrangente da satde
intestinal, indo além da mera identificacdo de parasitas do trato gastrointestinal em humanos e animais
(Gomez et al., 2017).

A analise de fezes é uma ferramenta valiosa para avaliagdo da fungdo e da integridade do intestino.
Estudos realizados por Bugrov et al. (2022) demonstram que a microbiota intestinal estd envolvida em
diversos processos fisiologicos essenciais a saude do hospedeiro, como homeostase energética,
metabolismo, modulagdo imunoldgica. Portanto, a citologia fecal por esfregago direto pode ser
empregada na avaliagdo da microbiota fecal, além de contribuir para a determinac@o da integridade da
mucosa intestinal. Processos infecciosos que causam lesdes na superficie mucosa resultam na presenga
de grandes quantidades de neutrofilos e macréfagos nas fezes (Greene & Appel, 2011).

Diante disso, destaca-se a relevancia do aprimoramento das metodologias relacionadas a citologia
fecal. O presente estudo propds que o método citoldgico, baseado na técnica otoldgica de rolamento de
swab em lamina de vidro, aliado as coloracdes tradicionais utilizadas em citologia sanguinea, atende aos
critérios necessarios para a citologia fecal em uso rotineiro, oferecendo uma alternativa ndo invasiva e
econdmica as analises convencionais.

Material e métodos

Foram coletadas amostras de fezes de 14 vacas leiteiras (aproximadamente 20 a 30 gramas por
animal), pertencentes a Unidade de Ensino e Aprendizagem do Instituto Federal Catarinense — Campus
Araquari (UEA-IFC/Araquari). Os animais tinham idades entre dois e oito anos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto Federal Catarinense
(CEUA-IFC), e todas as etapas foram conduzidas de acordo com as diretrizes institucionais para bem-
estar animal.

As coletas ocorreram com intervalos de 28 dias, totalizando trés coletas por animal. O procedimento
de coleta consistiu na realizagdo de toque retal, que envolve a introdu¢do da méo enluvada no reto do
animal para obtencdo da amostra. Ao retirar a mao do anus, a luva deve ser removida virando-a do
avesso e amarrada com um né, formando um invélucro para proteger a amostra (Ueno & Gongalves,
1998). Cada amostra foi identificada com o numero do brinco do respectivo animal.

As amostras foram armazenadas em caixa térmica (isopor) com gelo artificial e transportadas
imediatamente ao Laboratorio de Patologia Clinica do Centro de Praticas Clinicas e Cirtrgicas (CPCC),
onde foram processadas em menos de 4 horas.

O método adotado foi uma adaptag@o da técnica de esfregaco otoldgico. Para isso, um swab estéril
foi passado nas fezes coletadas e, em seguida, rolado sobre duas ldminas de vidro para cada amostra. O
swab foi rolado suavemente sobre a lamina limpa, formando uma linha. Em seguida, repetiu-se o
movimento sem sobrepor as linhas. A quantidade de fezes foi padronizada (aproximadamente 20-30 mg
por amostra), garantindo uniformidade entre os esfregacos. A espessura do esfregago foi controlada
visualmente e considerada adequada quando permitia a leitura nitida de células individuais sem
aglomeragoes. Foram adotados procedimentos de controle de contaminagao, incluindo uso de materiais
estéreis. Estabeleceram-se critérios de rejeicdo, como presenca de fissuras, artefatos de secagem,
excesso de material ou sobreposi¢ao que impedisse a avaliagdo celular. As 1aminas foram deixadas para
secar a temperatura ambiente (15° a 25°C) (Cowell & Tyler, 2009; Raskin & Meyer, 2011; Valenciano
& Cowell, 2019).

Com os esfregacos prontos, foram realizadas duas técnicas de coloragdo por amostra:

1. Pandtico Rapido (Laborclin, 2011): A lamina foi imersa no fixador (solug¢do de triarilmetano) por
30 segundos. Em seguida, o excesso foi escorrido, e a 1amina foi mergulhada na solugdo de xantenos
(primeiro corante) por 30 segundos e, posteriormente, na solu¢do de tiazinas (segundo corante) por
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mais 30 segundos. Apos a coloragdo, a lamina foi lavada em 4gua corrente e deixada secar em
posicdo vertical, a temperatura ambiente, para posterior analise em microscopio optico.

2. May-Griinwald Giemsa (NEWPROV — Fallis, 2013; Wolf et al., 1973): A lamina foi coberta com
alcool metilico (fixador) por 4 minutos. Em seguida, o excesso foi descartado, e adicionou-se o
corante May-Griinwald Giemsa, que permaneceu em contato com a lamina por 12 minutos. Apos
esse periodo, o corante foi removido, a lamina lavada em 4gua corrente e deixada secar
verticalmente a temperatura ambiente

Essas técnicas, comumente empregadas em esfregacos sanguineos, liquidos corporais e tecidos,
foram adaptadas para o uso em laminas fecais. Apds a coloracdo, as laminas foram analisadas em
microscopio optico, utilizando objetiva de 100x com 6leo de imersdo (aumento total de 1000x). Para
padronizacdo da leitura, foram avaliados 10 campos consecutivos por lamina, selecionados na regidao de
melhor distribuigdo ¢ menor sobreposi¢do do material, evitando areas espessas ou com artefatos. A
quantificacdo das estruturas foi expressa em células por campo de grande aumento (células/HPF) e,
quando aplicavel, em porcentagem relativa ao total de células identificaveis. Para assegurar a
consisténcia das observacdes, duas leituras independentes foram realizadas por avaliadores treinados,
de forma cegada quanto a coloragado, sendo calculada a concordancia intra e interobservador. Laminas
foram repetidas sempre que a variagdo entre observadores excedeu 20%, garantindo repetibilidade
minima do método.

Os resultados das observacdes foram registrados em tabela, utilizando o sistema semiquantitativo em
cruzes (+, ++ e +++) complementado pelos valores médios obtidos em células/HPF (BRASIL 2009).
Como os escores apresentaram distribui¢do ndo normal e natureza ordinal, foi utilizado um teste néo
paramétrico apropriado para comparagao entre duas medidas pareadas, adotando-se p < 0,05 como nivel
de significancia.

Resultados e discussao

A técnica adaptada para esse estudo ¢ funcional, mas para obter melhores resultados, os esfregagos
devem ser preparados com uma fina camada da amostra. Os corantes Pandtico Rapido e May-Griinwald
Giemsa atendem as necessidades desse exame, sendo observada maior facilidade na identificacdo das
estruturas na colorag@o de pandtico rapido. A tnica diferenga estatistica encontrada entre as coloracdes
foi a relacionada aos leucocitos contados, havendo um maior niumero destes observados em Panotico
Répido, conforme tabela 1. O uso dessa adaptacdo pode ser especialmente util em situagdes em que
técnicas especificas para cada analise ndo estejam disponiveis ou sejam de dificil acesso, como em
trabalhos a campo, podendo também se tornar usual em exames de triagem. Entretanto, ¢ importante
mencionar que a técnica utilizada no presente estudo, apesar de exigir poucos equipamentos e
instalacdes técnicas, demanda vasto conhecimento e treinamento adequado, com olhar técnico apurado
para identificar e diferenciar corretamente as estruturas visualizadas nas ldminas (Figura 1).

Tabela 1. Resultados das diferengas entre as coloragdes de pandtico rapido e May-Griinwald Giemsa no método de Kruskal-

Wallis
Coloragoes Escore Valores de p
Parasitos 0,32
Ovos 0,15
Panotico Répido X May-Griinwald Giemsa Leucocitos 0,03
Hemacias 0,32
Bactérias 0,05

Os achados do presente estudo, particularmente a visualizacao de células inflamatdrias e de estruturas
compativeis com parasitas em algumas laminas, estdo em consonancia com evidéncias de que processos
infecciosos gastrointestinais podem comprometer a integridade da mucosa e desencadear respostas
locais. A microbiota intestinal desempenha papel essencial na manutengdo da barreira epitelial, digestdo
de nutrientes e modulag¢ao imunoldgica (Jha & Berrocoso, 2015; Sender et al., 2021), e alteragdes nesse
equilibrio, especialmente em ruminantes de produ¢do, podem resultar em inflamagdo e reducdo do
desempenho produtivo (Gresse et al., 2017). Embora a citologia fecal ndo permita a avaliaggo direta da
microbiota, a identificagdo citologica de células inflamatorias pode atuar como indicativo indireto de
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agressao mucosa ¢ auxiliar na triagem de animais potencialmente acometidos por enteropatias. Nesse
contexto, a técnica pode complementar métodos coproparasitologicos convencionais, reforcando seu
potencial como ferramenta pratica de monitoramento sanitario em campo.

corados, (1000X). A: Estrutura parasitaria evidenciada em lamina corada pelo
método May-Griinwald Giemsa. B: Leucocito em lamina corada com pandtico
rapido. C: Bacilos bacterianos visualizados em lamina corada com Panotico
Répido D: Cadeias de estreptococos observadas em lamina corada pelo método
May-Griinwald Giemsa

A presenca de detritos fecais pode facilmente levar a interpretagdes equivocadas durante a analise
citologica. Para minimizar esses efeitos, podem ser utilizadas técnicas comumente aplicadas na
medicina humana, como a filtragdo por tamanho ou por gradiente de densidade, separacdo
imunomagnética, dispositivos microfluidicos, isolamento de células hospedeiras fecais por meio de
lavagens superficiais ou, ainda, imunocitoquimica de células isoladas (Ryan et al., 2021).

Os resultados deste estudo demonstram grande potencial ao contribuir para a compreensdo da
complexa relac@o entre o hospedeiro e a microbiota intestinal. Os intestinos constituem um ambiente
dindmico, que abriga uma vasta comunidade de microrganismos interagindo em simbiose com o
hospedeiro, promovendo beneficios mutuos. Essa associagdo microbiana intrinseca desempenha um
papel determinante e multifacetado: além de otimizar a biodisponibilidade de nutrientes ¢ a eficiéncia
digestiva, exerce influéncia significativa na modulagdo e no desenvolvimento do sistema imunoldgico
dos animais (Liu et al., 2024).

Apesar da sua importancia, a compreensao aprofundada da rede microbiana intestinal sob a 6tica da
citologia fecal ainda se apresenta como um desafio. As pesquisas sobre o tema, por vezes, mostram-se
fragmentadas, o que dificulta uma visdo integrada e abrangente. Nesse cendrio, € relevante destacar que
o estudo da citologia fecal como técnica de uso rotineiro na medicina veterindria encontra-se ainda em
seus estagios iniciais, oferecendo um vasto campo para futuras investigacoes e para o desenvolvimento de
novas ferramentas diagnoésticas. Nos ltimos anos, o interesse na interacdo entre a microbiota intestinal
e o hospedeiro tem aumentado, impulsionado pelas numerosas evidéncias da influéncia das bactérias
intestinais na saude e na origem de doencas e condi¢des patologicas (Bugrov et al., 2022; Liu et al., 2024).

Frequentemente, sangue ou hemoglobina podem ser encontrados nas fezes, com diversas possiveis
origens, como feridas orais, lesdes gastricas, laceragdes retais, epistaxe ou lambedura de feridas (Munch
et al., 2020). Além disso, ¢ possivel identificar protozoarios e outros parasitas por meio da técnica de
citologia fecal. Embora essa ndo seja sua principal finalidade, estudos conduzidos por Wu et al. (2020)
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avaliaram a prevaléncia e as caracteristicas moleculares de Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis ¢
Enterocytozoon bieneusi em amostras fecais de gado amarelo tibetano e iaques.

Em outra linha de pesquisa, simbio6ticos foram utilizados como aditivos alimentares na produgao
animal, configurando-se como alternativa ao uso de antibidticos para manutengdo da microbiota
intestinal e protecdo contra infecgdes. Nessa investigagdo, a contagem fecal de bactérias probioticas
aumentou nos grupos suplementados, em comparacao com o grupo controle. Além disso, houve redugado
da amonia fecal e da incidéncia de diarreia, enquanto os niveis de acidos graxos volateis e de enzimas
antioxidantes aumentaram nos grupos tratados (Sharma et al., 2023).

Na medicina humana, a citologia fecal vem ganhando destaque, consolidando-se como uma
ferramenta diagnoéstica confiavel, com menor invasividade e custos reduzidos. Estudos apontam para
uma desregulagdo da microbiota intestinal em pacientes com diversas patologias (Bugrov et al., 2022;
Chen et al., 2022; Guard et al., 2017; Jing et al., 2021; Linnehan et al., 2024; Panziera et al., 2014).

De forma comparativa, a pesquisa veterinaria sobre a citologia fecal surge como uma abordagem
promissora ¢ inovadora, oferecendo os mesmos beneficios observados na medicina humana, com
vantagens adicionais como menor custo e aplicagdo pratica em campo. Assim, a analise citologica das
fezes em animais se destaca como um teste de triagem eficaz e uma ferramenta diagnostica de grande
potencial, refletindo a relevancia e as vantagens ja consolidadas em contextos clinicos humanos.
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