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RESUMO

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar a ocorréncia de Cryptosporidium sp. em
caes e em gatos da regidao metropolitana de Curitiba, Parana. As técnicas utilizadas
para detectar a presenca do protozoario nas amostras fecais foram: coloracédo pelo
método de Ziehl-Neelsen modificado para pesquisa de oocistos; PCR e Nested-PCR
do gene 18SSU rDNA. Para conhecer os gendétipos do parasito foram usadas como
ferramentas as técnicas de RFLP e sequenciamento e, realizadas analises fenética
e filogenética. Noventa e uma amostras de fezes de caes e 25 amostras de fezes de
gatos foram colhidas e analisadas. Na pesquisa de oocistos por coloragcao especifica
nao foi observado presengca dos mesmos em nenhuma amostra. Quando foram
empregadas as técnicas de PCR seguida de Nested-PCR observou-se uma taxa de
positividade de 13,2% nas amostras fecais de caes e 4% nas amostras fecais de
gato. A técnica de RFLP apresentou quatro padrdes de bandas nos isolados de
Cryptosporidium sp. de céo e o isolado de gato diferindo destes. O dendrograma
construido a partir destes dados mostrou que trés grupos foram formados. O
primeiro grupo isolou Cryptosporidium sp. de gato. Outro foi formado pela cepa
referéncia de C. parvum e dois isolados oriundos de cdo. O ultimo grupo foi
composto por oito isolados de cdes com 100% de similaridade e dois que formaram
um subgrupo com 80% de similaridade em relagc&o aos oito isolados. A analise dos
produtos sequenciados e analisados pelos métodos de Neigbhor-Joining e UPGMA
mostrou que dos 12 isolados de Cryptosporidium sp. de caes 10 ficaram no mesmo
grupo, enquanto dois isolados agruparam-se com a cepa referéncia de C. parvum.
Um destes isolados apresentou 99% de similaridade com C. parvum gendtipo
humano e o outro 99% de similaridade com C. parvum gendétipo bovino. Ja o isolado
de Cryptosporidium sp. de gato ao ser comparado com C. felis (Genbank) mostrou
98% de similaridade. Estes resultados indicam que ha presenca do protozoario em
caes e gatos na regido metropolitana de Curitiba, e que a maioria das espécies
circulantes é espécie-especifica ao hospedeiro. Entretanto, dois isolados difereriram
deste padrao, apresentaram perfil similar a C. parvum e C. hominis, o0 que
demonstra a possibilidade de infecgéo cruzada entre o cdo e o homem.

Palavras-chave: Cryptosporidium canis, C. felis, C. parvum, analise fenética, analise
filogenética, epidemiologia



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the occurrence of Cryptosporidium sp. in
dogs and cats in the metropolitan region of Curitiba, Parana. The techniques used to
detect the presence of the protozoa were: staining using the modified Ziehl-Neelsen
method to detect oocysts; PCR and Nested-PCR gene 18SSU rDNA to determine
the presence of parasite DNA in fecal samples. RFLP, sequencing as well as a
phylogenetic analysis were performed. Ninety-one fecal samples from dogs and 25
from cats were collected and analyzed. Specific staining for oocysts did not reveal
their presence in any sample. PCR followed by nested-PCR resulted in a positivity
rate of 13.2% in fecal samples from dogs and 4% in fecal samples from cats. RFLP
patterns showed a difference result in dogs and cats. The dendrogram constructed
from these data showed that three groups were formed. The first group isolated
Cryptosporidium sp. from cats. Another was formed by the strain of C. parvum and
two isolates from dogs. The last group consisted of eight isolates from dogs with
100% similarity and two that formed a subgroup with 80% similarity to the eight
isolates. Sequence analysis by Neigbhor-Joining and UPGMA methods showed that
of 12 isolates of dogs Cryptosporidium sp. 10 were in the same group, while two
isolates clustered with the strain of C. parvum. One of these isolates showed 99%
similarity with the C. hominis and the other 99% similarity with the bovine genotype of
C. parvum. Cryptosporidium sp. isolated from cats were compared with C. felis
(GenBank) and showed 98% similarity. These results indicate the presence of the
protozoa in dogs and cats in the metropolitan region of Curitiba, and that most
species circulating in the host are species-specific. However, two isolates showed a
profile similar to C. parvum and C. hominis showing that there is possibility of cross
infection between dog and man.

Key words: Cryptosporidium canis, C. felis, C. parvum, phenetic analysis,
philogenetic analysis, epidemiology
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1 INTRODUGAO

Cryptosporidium sp. €& um protozoario coccidio pertencente ao filo
Apicomplexa. E encontrado em 90 paises, seis continentes e em aproximadamente
170 espécies de animais silvestres, domésticos e o ser humano (O'DONOGHUE,
1995; FAYER et al., 2000; MORGAN, 2000, JEX et al., 2008a). E responséavel pela
criptosporidiose, doenga comumente associada a enterites que s&o caracterizadas
por diarreia aguda, aquosa ou esteatorréica e célica. Embora que, infeccbes
assintomaticas também séao relatadas. Em individuos imunocompetentes a diarreia €
autolimitante com duracdo de dias ou até duas semanas, enquanto em pessoas
imunocomprometidas a criptosporidiose € mais grave, levando a desidratacéo
intensa e ma-absorcao, sendo muitas vezes fatal (JEX et al., 2008a).

Na ultima década, houve muito interesse a respeito dos riscos para a saude
publica em geral e de proprietarios de animais de companhia (MCGLADE et al.,
2003). Os céaes e os gatos sao os unicos animais domésticos que ainda residem no
mesmo domicilio que seus proprietarios, e em varias regiées do mundo séo citados
como fontes potenciais de infecgdo de Cryptosporidium sp. tanto para pessoas
imunocompetentes quanto imunocomprometidas (BOWMAN; LUCIO-FORSTER,
2010). Pois os animais de estimacdo raramente apresentam sinais clinicos de
infeccdo, na maioria dos casos atuam como carreadores assintomaticos
(GIANGASPERO et al., 2006). Ha diversos relatos de seres humanos tornando-se
doentes apds exposicdo a animais infectados por Cryptosporidium sp. (SANTIN et
al., 2006).

Alguns autores afirmam que o risco de C. canis e C. felis para as pessoas &
pequeno (PALMER et al., 2008; OVERGAAUW, 2009; BOWMAN; LUCIO-
FORSTER, 2010). Ja que estes sao os genodtipos mais comuns do parasito
encontrados em caes e gatos (BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010). No entanto,
recentes estudos de epidemiologia molecular da criptosporidiose tém ajudado os
pesquisadores a entender melhor a transmissdo do parasito em seres humanos e o0
significado para a saude publica de Cryptosporidium sp. de animais (FENG et al.,
20009).

A caracterizagao genética de Cryptosporidium sp., a partir de oocistos
recuperados de amostras fecais de gatos, caes e pessoas tem revelado que estes

hospedeiros séo infectados com gendtipos espécie-especifica. Os gatos sao
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geralmente infectados com C. felis, os caes com C. canis e o homem com C.
hominis e C. parvum. Cryptosporidium muris também tem sido ocasionalmente
relatado em caes e gatos (PALMER et al., 2008; BOWMAN; LUCIO-FORSTER,
2010). Todavia, a genotipagem tem mostrado que, a maioria das infec¢cdes em
humanos é causada por cinco espécies: C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C.
felis, e C. canis (FENG et al., 2009).

No Mundo, no Brasil e no Parana existem alguns relatos de ocorréncia do
parasito, porém, poucos estudos realizaram a genotipagem de Cryptosporidium sp.
em caes e gatos. Para conhecer melhor a(s) espécie(s) que parasita(m) determinada
espécie & necessario que maior numero de isolados de Cryptosporidium sp. seja
obtido e que seja realizado genotipagem de maior numero de isolados, pois, a
somatoria desses dados permitira maiores esclarecimentos do papel dos animais de
companhia na manutencao do ciclo deste protozoario.

Quando se analisa os estudos realizados em diferentes partes do Mundo
encontra-se trabalhos da Australia (SARGENT et al.,1998), que analisaram 162
amostras de fezes de gatos, por microscopia, e detectaram duas (1,2%) amostras
positivas para Cryptosporidium sp. Essas duas amostras foram submetidas a técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e posteriormente ao sequenciamento,
que revelou que os isolados de Cryptosporidium sp. de gato sao diferentes dos
isolados do parasito de seres humanos. Os autores levantaram a hipotese de que
existem cepas ou espécies de Cryptosporidium sp. adaptadas ao gato. Na ltalia,
Giangaspero et al. (2006), analisaram 240 amostras de fezes de caes pela técnica
de PCR e detectaram uma prevaléncia de 3,3%. O sequenciamento das amostras
permitiu a identificacdo de C. parvum em alguns animais e em outros C. canis. No
Japao, Abe et al. (2002) analisaram 140 amostras fecais de caes e encontraram
prevaléncia de 9,3% (13/140) usando a técnica de PCR. O sequenciamento dos
isolados mostrou que as 13 amostras eram de C. canis.

No Brasil um estudo realizado em 269 amostras de fezes de caes saudaveis
das cidades de Lavras e Vigosa, Minas Gerais, verificaram que cinco (1,85%) eram
positivas. Neste estudo os autores usaram como ferramenta o teste
imunoenzimatico - ELISA (FIGUEIREDO et al., 2004). No Estado de Sao Paulo,
Thomaz et al. (2007) detectaram trés (2,8%) amostras positivas para C. tipo parvum
de 106 amostras fecais de gato e 15 (12,5%) amostras positivas para C. tipo parvum

de 120 amostras fecais de céo, usando procedimento convencional de centrifugo-



21

flutuagdo em solugdo de sacarose. Mundim et al. (2007), estudaram a prevaléncia
de Cryptosporidium sp. em caes que viviam sob diferentes condicbes de vida em
Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. Os autores empregaram duas técnicas
parasitologicas para detectar a presenga de oocistos nas amostras fecais de cées: a
de centrifugo-flutuagcdo, em solugao de sacarose, e a coloragdo com azul de
metileno com safranina. Com auxilio destas metodologias detectaram a presenca de
oocistos de Cryptosporidium spp. em 6 (1,4%) de 433 amostras fecais.

No Estado do Parana unico estudo, até o presente, foi realizado por Navarro
et al. (1997) para deteccédo de Cryptosporidium sp. em amostras fecais de caes e
gatos na cidade de Londrina. Nesta pesquisa foi observada a presenga de 2,25%
dos animais positivos em 133 amostras analisadas. No entanto, nao foi realizado a
genotipagem dos isolados.

Desta maneira ha algumas questdes que precisam ser respondidas
especialmente na regido metropolitana de Curitiba, como: Cryptosporidium sp.
estaria parasitando caes e gatos desta regidao? Quais espécies de Cryptosporidium
circulam em cées e gatos? Seria espécie-especificas, ou estes animais seriam
parasitados também por C. parvum ou C. hominis? Qual a importdncia desta
parasitose para os animais? Os cdes e gatos apresentariam papel importante na
transmissdo de Cryptosporidium sp. ao ser humano? Os animais parasitados
oferecem risco de infecgado para as pessoas? Qual a importancia para a saude
publica? Qual o risco de contaminagdo ambiental?

No presente trabalho foi realizada a pesquisa do parasito seguido da

genotipagem visando responder as questdes acima.



OBJETIVOS



23

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia da (s) espécie(s)/genotipo(s) de Cryptosporidium sp.

circulantes em cées e em gatos da regidao metropolitana de Curitiba, Parana.

2. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar a presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. nas amostras
fecais de caes e de gatos empregando a técnica de coloragdo de ZIEHL-NEELSEN
modificado;

b) Determinar a presenga de DNA de Cryptosporidium sp. nas amostras
fecais de caes e de gatos empregando as técnicas de PCR e Nested-PCR;

c) Determinar espécie(s)/gendtipo(s) de Cryptosporidium sp. utilizando a

técnica de RFLP e o sequenciamento.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HISTORICO

A primeira descricdo do género Cryptosporidium sp. e a denominacao de
uma espécie, Cryptosporidium muris, foi realizada por Ernest Edward Tyzzer em
1907. O parasito foi encontrado em glandulas gastricas de camundongos de
laboratério e o autor publicou a descrigdo completa do ciclo biolégico, incluindo
desenhos e fotomicrografias, e relatou ter observado a presenga de organismo
similar fixado ao epitélio do intestino delgado de coelhos. Subsequentemente, em
1912, descreveu a segunda espécie observada em intestino de camundongos de
laboratdrio, designando-a de Cryptosporidium parvum (AMARANTE, 1992; LALLO,
1996; XIAO et al., 2004; FAYER, 2010). Este mesmo autor foi o primeiro a descrever
criptosporidose aviaria em 1929, mas nao foram observadas estruturas do parasita
até que 35 anos mais tarde em 1955, Slavin encontrou no ileo de perus jovens com
diarreia aguda estruturas similares ao Cryptosporidium sp. O parasito foi
denominado de Cryptosporidium meleagridis, e associou-o como causa principal de
morbidade e mortalidade em perus (AMARANTE, 1992; MARTINEZ, 1999; RYAN,
2010). Em 1971, este parasito foi encontrado pela primeira vez em bezerros com
diarreia, despertando interesse pelo agente em medicina veterinaria (LALLO, 1996).

Em seres humanos, os primeiros casos de infecgéo por Cryptosporidium sp.
em pacientes imunocompetentes e imunodeprimidos foram registrados em 1976 nos
Estados Unidos da América por Nime et al. e Meisel et al. Nos anos 80, em
decorréncia da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), passa a aumentar
significativamente os casos de criptosporidiose em pacientes imunocomprometidos,
causando quadros graves de diarreia cronica e de dificil tratamento (FAYER et al.,
2000; ALMEIDA, 2004; HUBER, 2007; ARAUJO et al., 2008).

O primeiro relato de criptosporidiose em gatos foi feito por Iseki em 1979,
que descreveu presenga de oocistos em fezes, fez observagbes em microscopio
optico e eletrénico dos estagios enddgenos e fez tentativas de transmitir o parasito
para outras espécies de hospedeiros. O autor denominou o parasito encontrado de
C. felis (apud XIAO et al., 2004; FAYER et al., 2006). Sargent et al. em 1998,
realizaram pela primeira vez andlise da sequéncia do gene do Cryptosporidium sp.

de gatos, que atribuiram como sendo C. felis (FAYER et al., 2006).
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A primeira evidéncia de criptosporidiose em caes foi relatada em 1981 por
Tzipori e Campbell, que detectaram anticorpos em 16 de 20 amostras de soro
canino. Wilson et al. (1983) relataram o primeiro caso clinico de criptosporidiose em
caes, em um filhote de uma semana de vida sofrendo de diarreia aguda (apud
MORGAN et al., 2000).

3.2 TAXONOMIA

Depois da descoberta inicial de Cryptosporidium sp., os oocistos do parasito
foram confundidos, por alguns pesquisadores, com os esporocistos de Sarcocystis
sp. Contudo, estudos ultraestruturais subsequentes reafirmaram que os estagios
endogenos de Cryptosporidium sp. possuiam unica organela de fixagao (XIAO et al.,
2004; HUBER, 2007).

Apds o reconhecimento das diferencas entre Cryptosporidium sp. e
Sarcocystis sp., o conceito de especificidade de hospedeiro foi aplicado ao
Cryptosporidium sp. Isto levou ao surgimento de muitas novas espécies em fungao
dos hospedeiros nos quais foram encontradas (XIAO et al., 2004; HUBER, 2007).
Assim como, a sinonimizagdo de muitas destas espécies de Cryptosporidium sp.
como C. parvum, resultando no uso difundido do nome C. parvum para
Cryptosporidium sp. que parasitam todos os tipos de mamiferos, inclusive o ser
humano (XIAO et al., 2004).

Na ultima década, as caracterizagcdes moleculares do parasito ajudaram a
esclarecer a confusdo na taxonomia e validar a existéncia de muitas espécies em
cada classe de vertebrados. Como consequéncia, muitas novas espécies de
Cryptosporidium sp. foram designadas (XIAO et al., 2004).

Vinte e uma espécies sdo reconhecidas parasitando numerosos vertebrados
tais como mamiferos, aves, répteis, peixes e anfibios (TABELA 1).

No entanto, para considerar valida uma espécie de Cryptosporidium sp. sao
necessarios seguir algumas normas como: informacao dos dados morfométricos dos
oocistos, dos estagios de desenvolvimento, da caracterizagcdo genética, da
identificacdo de hospedeiros infectados natural e experimentalmente (XIAO et al.,
2000; FAYER, 2010).
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TABELA 1 - ESPECIES DE Cryptosporidium sp. E PRINCIPAIS HOSPEDEIROS

Espécies de Cryptosporidium sp.

Principais hospedeiros

Autor e ano da descrigao

Cryptosporidium andersoni
Cryptosporidium baileyi
Cryptosporidium bovis
Cryptosporidium canis
Cryptosporidium fayeri
Cryptosporidium fragile
Cryptosporidium felis
Cryptosporidium galli
Cryptosporidium hominis
Cryptosporidium macropodum
Cryptosporidium meleagridis

Cryptosporidium molnari

Cryptosporidium muris

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium ryanae
Cryptosporidium scophthalmi
Cryptosporidium serpentis
Cryptosporidium suis
Cryptosporidium varanii
Cryptosporidium xiaoi

Cryptosporidium wrairi

Bovinos, camelos
Aves

Bovinos

Caes

Canguru vermelho
Anfibios

Gatos

Aves

Seres humanos, macacos
Canguru cinza

Perus, seres humanos

Peixes

Roedores

Bovinos, outros ruminantes,
seres humanos

Bovinos

Peixes

Serpentes

Suinos

Lagarto monitor

Ovinos

Porquinho da india

Lindsay et al., 2000
Current et al., 1986
Fayer et al., 2005

Fayer et al., 2001

Ryan et al., 2008

Jirku et al., 2008

Iseki, 1979

Pavlasek, 1999
Morgan-Ryan et al., 2002
Power e Ryan, 2008
Slavin, 1955
Alvarez-Pellitero e Sitja-
Bobadilla, 2002

Tyzzer, 1910

Tyzzer, 1912

Fayer et al., 2008
Alvarez-Pellitero et al., 2004
Levine, 1980

Ryan et al.,2004

Pavlasek et al., 1995

Fayer e Santin, 2009
Vetterling et al., 1971

As técnicas de biologia molecular e a analise filogenética do gene

codificador do RNA ribossémico 18S (18S rRNA) de C.parvum tém permitido

diferenciar 40 gendtipos (humano, macaco, bovino, canino, camundongo, suino,

furdo, equino, cervideo, leporino, marsupial, entre outros) (FIGUEIREDO et al.,
2004; XIAO et al., 2004; APPELBEE et al., 2005; CHALMERS; DAVIES, 2010).

Baseados nas mesmas analises filogenéticas estes gendtipos estdo sendo

claramente definidos como espécies distintas e incluem C. hominis (anteriormente

designado C. parvum gendtipo humano ou gendtipo 1), C. parvum (também

designado C. parvum genétipo bovino ou gendtipo 2), C. canis (C. parvum genétipo
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canino) (XIAO et al., 2004; ARAUJO et al., 2008) e C. suis (C. parvum gendtipo 1
suino) (RYAN et al., 2004).

Taxonomicamente, o protozoario Cryptosporidium sp. é classificado segundo
Levine et al.(1980) da seguinte maneira:

Reino Protista

Sub-reino Protozoa

Filo Apicomplexa Levine, 1970

Classe Sporozoea Leuckart, 1879

Subclasse Coccidia Leuckart, 1879

Ordem Eucoccidia Léger & Duboscq, 1910

Sub-ordem Eimeriina Léger, 1911

Familia Cryptosporidiidae

Género Cryptosporidium

Uma nova proposigao taxonémica, com base em estudos filogenéticos, além
das informagbes obtidas pela microscopia eletrénica foi proposta por Adl et al.
(2005). E uma proposta que difere da sistematica de Levine (1980), pois os autores
adotaram um sistema hierarquico sem a designagédo formal em classe, subclasse,
super-ordem ou ordem. Ha supergrupos e grupos. A filogenia molecular agrupa os
eucariontes em seis grupos: (1) Opisthokonta, agrupando os animais, fungos,
coanoflagelados; (2) Amoebozoa, agrupando amebas, ameboflagelados e vaérias
espécies sem mitocdndria; (3) Excavata, agrupando flagelados; (4) Rhizaria,
agrupando foraminiferos, radiolaria; (5) Archaeplastida, agrupando algas vermelhas,
algas verdes e plantas; (6) Chromalveolata, agrupando ciliados, dinoflagelados,
apicomplexa, algas pardas e fungos zoosporicos. Os autores acreditam que esta
classificacdo seria mais utii e menos problematica que a tradicional. Como
vantagens, os autores mencionam o numero limitado de nomes classificados e
também maior flexibilidade de modificagdo. No entanto, a classificacdo de Levine

continua sendo oficialmente adotada.
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Conforme Adl et al. (2005), Cryptosporidium sp. € assim classificado:
Chromalveolata Adl et al., 2005

*Alveolata Cavalier-Smith, 1991

e+ Apicomplexa Levine, 1980, emend. Ad| et al., 2005
eeeConoidasida Levine, 1988

eeeeCoccidiasina Leuckart, 1879

Cryptosporidium

3.3 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DE Cryptosporidium sp. QUE INFECTA O
SER HUMANO E OS ANIMAIS DE COMPANHIA

A Biologia Molecular vem permitindo esclarecer a identificacdo especifica de
Cryptosporidium sp. bem como o conhecimento da populagdo intraespecifica.
Gragas a esta ferramenta foi possivel verificar que em seres humanos, tanto em
surtos quanto em casos esporadicos de infeccdo, C. hominis, é quase que
exclusivamente o agente etioldgico, e C. parvum, uma espécie zoonotica com
numerosos hospedeiros é encontrado principalmente em bovinos. Mas, com uma
extensdo menor, outras espécies e gendtipos de Cryptosporidium sp. tém sido
indentificados em infecgbes de seres humanos imunocompetentes e
imunocomprometidos. Estes incluem C. canis, C. felis, C. andersoni, C. meleagridis,
C. muris e C. suis, assim como C. hominis genétipo de macaco, e Cryptosporidium
sp. gendtipo cervino, gendtipo | de esquilo, gendtipos de gamba, cavalo e coelho
(PEDRAZA-DIAZ et al., 2001; ABE et al., 2002; GATEI et al., 2003; APPELBEE et al.,
2005; FAYER et al., 2006, GONCALVES, et al., 2006; SANTIN et al., 2006; ARAUJO et al.,
2007; HUBER et al., 2007; MEAMAR et al., 2007; ARAUJO et al., 2008; ROBINSON et al.,
2008; BLANCO et al., 2009; SMITH et al., 2009; CHALMERS; DAVIES, 2010).

A caracterizagao genética de oocistos recuperados de amostras fecais de
gatos e caes tem revelado que estes e outros hospedeiros sdo infectados com
gendtipos de Cryptosporidium sp. adaptados ao hospedeiro. Os gatos sao
geralmente infectados com C. felis, os caes com C. canis (BOWMAN; LUCIO-
FORSTER, 2010).

Cryptosporidium canis, anteriormente identificado como C. parvum gendétipo
canino, foi nominado como espécie nova com base em experimentos de transmissao

e analises dos locus SSU rRNA e HSP70. Bezerros contaminados com oocistos
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tornaram-se infectados, mas nao ratos. Porque oocistos de C. canis e C. parvum sao
indistinguiveis por microscopia, muitas infec¢gdes em canideos foram relatadas como
C. parvum (FAYER, 2010).

Todavia, outras espécies como C. muris podem ser detectadas em caes e
em gatos; C. parvum e C. meleagridis foram encontradas infectando naturalmente
caes (HAMNES et al., 2007; HUBER et al., 2002; HUBER et al., 2007; BOWMAN; LUCIO-
FORSTER, 2010). Cryptosporidium parvum foi capaz de infectar caes e gatos,
durante estudos de infeccao experimental (HUBER et al., 2007).

Em um estudo, realizado por SANTIN et al. (2006), para determinar
espécies e genodtipos de Cryptopsoridium sp. em gatos, notaram que de 46 gatos
estudados, cinco foram infectados com C. felis e um com C. muris, sendo o primeiro
relato de C. muris em gatos. Neste caso, ndo é possivel determinar se o gato
simplesmente abrigou os oocistos de um roedor infectado que tinha ingerido ou se
ele tinha uma infecgéao ativa.

Todos estes relatos indicam a importancia de duas ou mais ferramentas no
estudo etiologico e epidemiolégico de varias doengas, especialmente em
Cryptosporidium sp.

3.4 MORFOLOGIA

Todos os estagios de desenvolvimento de Cryptosporidium sp. sao
microscopicos em comparagcdo a outros esporozoarios entéricos. Os estagios
endogenos estdo localizados em estreita associagdo com a superficie luminal das
células epiteliais intestinais do hospedeiro, predominantemente no intestino delgado,
embora infeccoes tenham sido encontradas em outros érgéos e tecidos. Em cortes
histolégicos, o0s parasitos aparecem como pequenos corpos basofilicos
aparentemente aderidos a superficie das células, algumas vezes dando a borda dos
microvilos uma aparéncia granulada. A microscopia eletrénica tem confirmado que a
sua localizagao é intracelular, porém extracitoplasmatica (O'DONOGHUE, 1995). As
formas enddgenas correspondem aos: trofozoitos, merontes contendo merozoitos,
macrogametocitos e microgametocitos (PEREIRA, 2007).

O desenvolvimento enddégeno culmina na formagado de um oocisto que é
eliminado nas fezes do hospedeiro como estagio infectante exdgeno. Os oocistos

maduros contém quatro esporozoitos ndo inclusos em um esporocisto e esta
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configuragao estrutural unica estabelece a principal caracteristica taxonédmica para
identificacdo do género. Os oocistos recuperados de diferentes espécies
hospedeiras podem variar na forma e tamanho, os quais apresentam formato
esférico ou oval com parede lisa, e medem aproximadamente 4 a 7 um, chegando a
2 um quando comprimido (O'DONOGHUE, 1995; PEREIRA, 2007).

Ha producao de dois tipos de oocistos. Os primeiros, aproximadamente
80%, tém paredes espessas e resistentes e sao eliminados nas fezes, sendo
responsaveis pela transmissao entre hospedeiros. Os outros, em torno de 20%, tém
paredes delgadas e liberam os seus esporozoitos no intestino, causando auto-
infecgdo interna (AMARANTE, 1992; LALLO, 1996).

3.5 CICLO DE VIDA

O protozoario Cryptosporidium sp. tem ciclo biolégico monoxeno, onde todos
os estagios de desenvolvimento (assexual e sexual) ocorrem em unico hospedeiro, o
que diferencia este protozoario dos demais coccideos (AMARANTE, 1992;
O'DONOGHUE, 1995).

O ciclo biolégico inicia-se com a ingestdo dos oocistos viaveis presentes na
agua ou alimentos contaminados, bem como nas fezes de animais e pessoas
infectadas. No trato gastrointestinal, os oocistos sdo desencistados pela agédo de
varios fatores incluindo condi¢cbes redutoras, didoxido de carbono, temperatura,
enzimas pancreaticas e sais biliares. Desta maneira, os esporozoitos infectantes sao
liberados. Estes ativamente procuram, fixam-se, invadem e tornam-se englobados
pelas células epiteliais do hospedeiro na superficie luminal, formando um vacuolo
parasitéforo de localizagéo intracelular extracitoplasmatica (LAURENT et al. 1999;
PEREIRA, 2007; CHALMERS; DAVIES, 2010). Uma organela de fixagdo ou de
nutricido se desenvolve, e 0 esporozoito torna-se mais esférico e diferencia-se em
trofozoito. Durante a maturacdo do trofozoito ocorre a multiplicagdo assexual
(esquizogonia ou merogonia) e resulta na formagao de esquizonte ou meronte tipo 1
que contém 6 a 8 merozoitos. A ruptura do esquizonte resulta na liberacdo dos
merozoitos que invadem as células epiteliais adjacentes, onde eles se desenvolvem
subsequentemente em esquizonte tipo 2 que contém 4 merozoitos. Segue-se a
reproducao sexual (gametogonia) pela diferenciagdo em microgamontes masculinos

e macrogamontes femininos. Os microgamontes tornam-se multinucleados e liberam
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os microgametas maduros que fertilizam os macrogametas dentro do macrogamonte
feminino, produzindo um zigoto. Os zigotos resultantes passam por desenvolvimento
assexual adicional (esporogonia), levando a produgao de oocistos esporulados que
contém quatro esporozoitos (DAVIES, 2010). Assim, o oocisto esporulado é liberado
do vacuolo parasitéforo e eliminado nas fezes, constituindo a forma exdgena
infectante (AMARANTE, 1992; LALLO, 1996).

3.6 EPIDEMIOLOGIA

3.6.1 Prevaléncia de infecgao por Cryptosporidium sp. em seres humanos

As pesquisas epidemioldgicas indicam que a infeccado em seres humanos
por Cryptosporidium sp. é distribuida mundialmente nas popula¢des urbana e rural
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (MEINHARDT et al.,
1996).

Nos anos 80, as taxas de prevaléncia de infecgdo de Cryptosporidium sp.
em seres humanos abrangeram em torno de 1% a 30% no mundo tudo. Algumas
dessas variagbes podem ser atribuidas a diferengcas geograficas. Fatores
demograficos, temporais e metodoldgicos podem também desempenhar um papel
importante nestas diferengas (MEINHARDT et al., 1996). Nos anos 90, as taxas de
prevaléncia de pacientes com diarreia em paises desenvolvidos abrangeram de
0,6% a 20%, enquanto em paises em desenvolvimento de 4 a 30%. Avaliagéo de
dados laboratoriais em paises desenvolvidos sugeriu uma taxa média de 2% para a
populacao geral e de 4% para criangas. As taxas médias de prevaléncia de infeccao
de Cryptosporidium sp. para a populagao geral nas principais regides do mundo
foram tdo altas quanto 4,9% na Asia e 10,4% na Africa (O'DONOGHUE, 1995;
MEINHARDT et al., 1996).

As taxas de prevaléncia em individuos assintomaticos variaram de 0 a 2%
em paises desenvolvidos e em paises em desenvolvimento de 0 a 9,8%. A alta
prevaléncia de infeccao em paises menos desenvolvidos pode ser devida a falta de
saneamento, fontes de agua contaminadas, superpopulagdo ou muito contato com
animais domésticos (O'DONOGHUE, 1995).
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3.6.2 Prevaléncia de Cryptosporidium sp. em animais de estimagao

A taxa real de prevaléncia do parasito em cées e gatos ndo é bem
conhecida. Os estudos limitados a publicagdes de infec¢cao de Cryptosporidium sp.
em cées e gatos no mundo relatam taxas de prevaléncia em cées de 0 a 44,8% e
em gatos de 0,6 a 15,4% (BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010).

3.6.3 Transmissao de Cryptosporidium sp.

A transmissao de Cryptosporidium sp. ocorre pela propagacéao fecal-oral de
oocistos por contato direto com pessoas ou animais infectados e ou indireto pela
ingestdo de alimento e agua contaminados. Pode também ocorrer transmissao pelo
ar (AMARANTE, 1992; O'DONOGHUE, 1995; MEINHARDT et al., 1996 ; LAURENT
et al.,, 1999 ; FAYER et al., 2000 ; FIGUEIREDO et al., 2004 ; OVERGAAUW et al.,
2009; BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010.; XIAO, 2010).

Muitos casos de transmissao de Cryptosporidium sp. de ser humano para
ser humano foram relatados entre membros da mesma residéncia ou familia,
parceiros sexuais (tanto heterossexuais como homossexuais), funcionarios e
pacientes de hospital e criangas atendidas em creches (O'DONOGHUE, 1995).

Numerosos casos de transmissao zoonoética de Cryptosporidium sp. de
animais para o ser humano foram também inferidos em estudos epidemiolégicos, a
maioria envolvendo pessoas que cuidavam de animais de estimacgado ou de fazenda,
especialmente bovinos. A transmissdo zoondtica foi confirmada varias vezes por
infeccao acidental de atendentes de animais, estudantes ou pesquisadores que
manipulavam isolados veterinarios (O'DONOGHUE, 1995).

3.6.3.1 Transmissao de Cryptosporidium sp. por alimentos e agua contaminados
3.6.3.1.1 Alimentos contaminados com oocistos de Cryptosporidium sp.

Os alimentos nédo processados ou preservados impropriamente,
particularmente preparados com agua nao tratada ou germinados em solo fertilizado

com residuos do ser humano ou animal, deveriam ser considerados como fontes
potenciais de infeccao (O'DONOGHUE, 1995).
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Embora os oocistos ndo tenham sido recuperados de alimentos suspeitos
(O'DONOGHUE, 1995), a contaminagcado dos alimentos por Cryptosporidium sp. é
provavelmente subdetectada devido ao pequeno numero de oocistos presentes, o
tamanho limitado das amostras, as dificuldades na concentracao dos oocistos e a
falta de técnicas de cultivo in vitro para aumentar o numero de oocistos (ALMEIDA,
2004).

Apesar disso, muitos estudos epidemioldgicos tém envolvido os alimentos
contaminados na transmissao das infecgdes, especialmente leite ndo pasteurizado,
miudos e linguicas (O'DONOGHUE, 1995; SLIFKO et al., 2000; ALMEIDA, 2004).

Ha diversos alimentos em que o protozoario Cryptosporidium sp. ja foi
detectado, como os de origem marinha e vegetal. Os oocistos de C. parvum foram
detectados em ostras, mariscos e mexilhdes da costa da Irlanda e em ostras da
Galicia, na Espanha. Embora nenhum destes achados fossem associados com
surtos de criptosporidiose (FAYER et al., 2000). No Brasil, os oocistos de
Cryptosporidium sp. foram encontrados em ostras e voéngoles do Litoral Norte de
Sao Paulo. A concentracdo de oocistos detectada por animal foi de 12 oocistos/ostra
o que é suficiente para causar infeccdo no ser humano, caso esse marisco seja
ingerido cru ou mal cozido (FRANCO, 2008).

Os moluscos filtram grande quantidade de agua, extraem particulas
minusculas que permanecem nas branquias. Desta maneira, as ostras e os
mexilhées albergam alta concentracdo de oocistos viaveis de Cryptosporidium sp.,
podendo atuar como hospedeiros transportadores. Sao considerados como
reservatorios para transmissdo zoonodtica, e a criptosporidiose pode resultar de
consumo de ostras e mariscos crus ou mal-cozidos (SLIFKO et al., 2000; CAREY et
al., 2004; APPELBEE et al., 2005). Estes moluscos funcionam como indicadores
bioldgicos excelentes de patdgenos de agua. Com isso, surtos repetidos de doencgas
virais e bacterianas associados com ingestdo de moluscos crus deveriam servir
como uma adverténcia, e que cozinha-los reduzira o risco de doengas de todos
estes patogenos (FAYER et al., 2000).

Também ja foram encontrados os oocistos na superficie de vegetais crus.
Na Costa Rica, os oocistos foram detectados nas raizes e folhas de coentro, alface,
rabanete, tomate, pepino e cenouras (FAYER et al., 2000). Em um estudo realizado
em varios mercados no Peru, foi detectada a presencga de oocistos de C. parvum em

diversos vegetais como manjericdo, repolho, aipo, coentro, cebolinha, pimentao
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verde, alho-poro, alface e salsa (FAYER et al., 2000; ALMEIDA, 2004). No Brasil,
uma pesquisa realizada em Recife por Silva et al. (2005), detectou a presenca de
oocistos na alface lisa.

Os vegetais podem ser contaminados quando se utiliza fezes de animais ou
de seres humanos como fertilizantes; agua contaminada usada para irrigar; quando
os agricultores, os manipuladores de produtos agricolas ou o0s cozinheiros
manipulam os vegetais com méos sujas e quando os vegetais sdo embalados,
estocados, vendidos ou preparados em superficies contaminadas (FAYER et al,,
2000; FRANCO, 2008).

Surtos de criptosporidiose com outros tipos de alimentos ja foram relatados.
Um surto envolvendo 50 criangas de escola no Reino Unido foi associado com leite
nao pasteurizado adequadamente. No estado de Maine, Estados Unidos, 160
pessoas desenvolveram criptosporidiose apdés consumo de suco de macd nao
pasteurizado em uma feira agricola (FAYER et al., 2000; GARRIDO, 2005). As
macas utilizadas ficavam préximas do pasto para bovino (FAYER et al., 2000;
SLIFKO et al., 2000). No estado de Minnesota, uma salada de frango foi associada
com surto entre 50 pessoas que compareceram em um evento social. O fornecedor
trocou uma fralda de criangca e mais tarde preparou a salada para o evento. Ja na
cidade de Spokane, Washington, 54 de 62 pessoas que compareceram em um
banquete tornaram-se doentes. Os alimentos ingeridos por 51 pessoas afetadas
continham cebolinha nao cozida. Entre trés semanas apds o banquete dois dos 14
preparadores dos alimentos foram positivos para Cryptosporidium sp. Outro caso
ocorreu em uma universidade em Washington, onde 88 estudantes e quatro
empregados de cafeteria foram diagnosticados com criptosporidiose (FAYER et al.,
2000).

Ha também alguns relatos de surtos de criptosporidiose em viajantes apos
visita ao México, Reino Unido e Australia, que consumiram alimentos suspeitos de
estarem contaminados com Cryptosporidium sp. como saladas, leite cru, salsichas e
linguicas (SLIFKO et al., 2000).

3.6.3.1.2 Agua contaminada com oocistos de Cryptosporidium sp.

A agua contaminada foi sugerida como fonte de infeccdo entre viajantes.

Muitos surtos da doenga tém sido associados com a contaminagao de agua de pogo,
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aguas de superficie, piscinas e suprimentos de &agua publica. Os oocistos de
Cryptosporidium sp. tém sido recuperados de aguas de superficie (rios, corregos e
reservatorios), efluentes de esgoto tratados e néo tratados, agua de piscina filtrada,
e mais importante, de suprimentos de agua potavel tratada em varias regidées do
mundo como na América do Norte, América do Sul, Reino Unido e Europa, e na
antiga URSS (O'DONOGHUE, 1995; MEINHARDT et al., 1996). A contaminacao de
aguas de superficie tem sido ligada a varias praticas agricolas, em particular
fazenda leiteira (O'DONOGHUE, 1995). Também foram isolados os oocistos de
Cryptosporidium sp. na agua do mar perto de uma saida de esgoto em Honolulu,
Havai e em aguas de estuarios na cidade de Chesapeake Bay (FAYER et al., 2000).
Os surtos epidémicos relacionados a transmissao por agua tém sido registrados nos
Estados Unidos (EUA), Canada, Reino Unido e Japao (SLIFKO et al, 2000; LIMA;
STAMFORD, 2003).

O primeiro surto de criptosporidiose relacionado a agua foi descrito em 1984,
em Braun Station, Texas, que foi confirmado através de exames de fezes e
sorolégicos de pessoas infectadas. Em 1987, outro surto afetou 13.000 de 64.900
residentes em Carrol County, Georgia, Estados Unidos (FAYER et al., 2000). Os
oocistos foram detectados em agua tratada, em esgoto e rios acima da estagao de
tratamento de agua. Em 1993, 403.000 pessoas de 1.610.000 foram afetadas por
Cryptosporidium sp. em Milwaukee, Wisconsin, em um dos maiores surtos de
criptosporidiose cuja transmissdo se deu pela agua. Este foi o maior surto
documentado na histéria dos Estados Unidos. Os oocistos foram identificados nas
fezes dos habitantes comprovando ser o agente etiologico da doenga (MAC KENZIE
et al., 1994).

A presenca de oocistos nos mananciais aumenta a preocupagdo com a
transmissdo do parasito, porque enquanto ocorre por contato com fémites
contaminados, de pessoa a pessoa, animal a pessoa, restringe-se o numero de
pessoas infectadas. No entanto, quando ocorre veiculagao hidrica de oocistos pode
atingir facilmente uma grande parte da populacédo (LIMA; STAMFORD, 2003). Além
disso a transmissédo pela agua é dificil de controlar, pois os oocistos ndo sao
eliminados com a cloracdo e podem persistir em suprimentos de agua mesmo apos
o tratamento (PEREIRA et al., 2008).
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3.6.4 Infectividade dos oocistos de Cryptosporidium sp.

A dose infectante de Cryptosporidium sp. em seres humanos nao é
conhecida, mas acredita-se que deve ser muito pequena, provavelmente de 10 —
100 oocistos. Porém, a dose infectante deve variar dependendo da fonte, subtipo ou
cepa do parasito, umidade, viabilidade dos oocistos, exposicao dos oocistos ao
estresse ambiental, e outros fatores pobremente compreendidos tais como viruléncia
(MEINHARDT et al., 1996).

Em estudo experimental foram infectados 29 animais adultos saudaveis com
nenhuma evidéncia soroldgica prévia de infecgdo por Cryptosporidium sp. Foram
utilizadas doses de 30 a 1 milhdo de oocistos isolados de bovinos e observou-se
que a dose infectante média era de 132 oocistos e dose minima infectante menos
que 30 oocistos (MEINHARDT et al., 1996; FAYER et al., 2000). Com dados
adicionais a dose média infectante (ID50) foi recalculada para 87 oocistos e foi
observado que diferentes isolados de C. parvum tiveram valores de ID50 muito
diferentes. Portanto, a dose infectante depende da cepa do protozoario e pode variar
de 9 a 1042 oocistos (FAYER et al., 2000).

A doenca ocorre em funcgao tanto das caracteristicas do parasita quanto do
tamanho da dose e a imunidade das pessoas expostas. Adicionalmente, a dose
infectante baixa pode resultar em periodo de incubagao prolongada ou pode reduzir
a probabilidade de manifestacao de sintomas (MEINHARDT et al., 1996).

3.6.5 Resisténcia e viabilidade dos oocistos de Cryptosporidium sp.

Como muitos outros oocistos de coccideos, os de Cryptosporidium sp.
mostram resisténcia a desinfeccido quimica. Os estudos laboratoriais comprovam
que muitos desinfetantes comerciais (a base de aldeido, amdnia, alcool, cloro ou
compostos alcalinos) séo ineficazes quando usados de acordo com as instrugcées do
fabricante (O'DONOGHUE, 1995, PEREIRA et al., 2008). O cloro em concentragdes
excessivas, como ocorre em tratamento de agua, ndo inviabiliza os oocistos
(MEINHARDT et al., 1996). Dos varios agentes quimicos analisados para uso em
ambientes veterinarios, domésticos e hospitalares, certos desinfetantes tais como
formaldeido a 10%, aménia a 5 — 10%, agua sanitaria comercial ndo diluida a 70%,

peréxido de hidrogénio 10 volumes (3%) inviabilizam os oocistos (O'DONOGHUE,
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1995; MEINHARDT et al., 1996; FALCHI, 2006). Porém, muitos destes desinfetantes
nao sao apropriados para a finalidade médica, doméstica ou tratamento de agua em
concentragoes tdo altas (MEINHARDT et al., 1996). Outro desinfetante com bons
resultados € o ozbénio que vem sendo usado inclusive no tratamento de agua
(PEREIRA et al., 2008).

Os oocistos sdo muito resistentes a uma variedade de condicbes ambientais,
permanecem viaveis por aproximadamente 18 meses em ambiente umido e fresco.
Sobrevivem em média 176 dias na agua doce e 35 dias em agua do mar. Conforme
a salinidade e temperatura marinha, os oocistos permanecem infectantes por quatro
a doze semanas (O'DONOGHUE, 1995; CAREY, 2004; FALCHI, 2006).

Com relagédo a temperatura, estudos laboratoriais mostraram que oocistos
mantidos a 20°C por seis meses, continuaram infectantes para rato. Temperaturas
mais altas resultaram em perda mais rapida de viabilidade (FAYER et al., 2000).
Desta maneira, quando mantidos entre 25 e 30°C, permaneceram infectantes por
trés meses (O'DONOGHUE, 1995; FAYER et al., 2000; CAREY, 2004; FALCHI,
2006). Quando refrigerados de 4 a 6°C continuaram viaveis por um ano
(O'DONOGHUE, 1995). Ja aquecer os oocistos a 55°C aproximadamente 20
minutos resultou em perda de infectividade para ratos. Os oocistos mantidos a
59,7°C por cinco minutos tiveram a infectividade reduzida e outros mantidos a
71,7°C por somente cinco segundos foram inativados (FAYER et al., 2000). Em
outro estudo mais recente, foram usadas temperaturas a 75°C por 20 minutos e
100°C por no minimo um minuto. O aquecimento a 75°C por 20 minutos nao inativou
os oocistos. Ja a temperatura de 100°C por no minimo um minuto mostrou inativar
os oocistos (FRANCO, 2008).

O congelamento rapido e programado a -70°C resultou em morte imediata
dos oocistos de C. parvum mesmo na presenca de uma variedade de crioprotetores.
Em temperaturas mais altas os oocistos sobrevivem por mais tempo, alguns oocistos
mantidos em -20°C foram viaveis por oito horas, mas ndo em 24 horas. Alguns
oocistos mantidos em -10°C foram infectantes para ratos por uma semana apoés
armazenamento (FAYER et al., 2000), enquanto aqueles mantidos em -5°C
permaneceram viaveis por dois meses (FAYER et al., 2000; CAREY, 2004; FALCHI,
2006). Estes achados sugerem que os fluidos dentro dos oocistos oferecem

crioprotegcdo minima aos esporozoitos (FAYER et al., 2000).
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A dessecacdo ¢é letal para os oocistos. Somente 3% dos oocistos
permaneceram viaveis apos duas horas de dessecacdo e 100% de morte foi
observada em quatro horas (O'DONOGHUE, 1995; FAYER et al., 2000; FALCHI,
2006).

3.6.6 Contaminagao ambiental por oocistos de Cryptosporidium sp.

O potencial para contaminagdo ambiental por oocistos de Cryptosporidium
sp. depende de uma variedade de fatores, incluindo o nimero de animais infectados,
0 numero de oocistos excretados, as praticas agricolas, a conduta e atividade do
hospedeiro, as diferengas socio-econdmicas e étnicas nas acgbes humanas, a
distribuicdo geografica, o saneamento, a protecéo de fontes e suprimentos de agua
potavel e alimento, e o clima e hidrogeologia da area (SLIFKO, 2000).

A contaminagcao ambiental e transmissdo de Cryptosporidium sp. ndo sao
realizadas apenas pelos animais domésticos, marinhos, de criacdo e silvestres. O
ser humano também esta ajudando no processo de dispersdo dos oocistos ao usar
as fezes de animais ou proprias como adubo organico; ao realizar o langamento
indevido de residuos agricolas e de esgoto nado tratado ou tratado inadequadamente

nos rios e mares.

3.7 PATOGENIA

A patogenicidade depende de varios fatores, incluindo o tamanho do inéculo,
a viruléncia das diferentes espécies e cepas do parasito e a suscetibilidade do
hospedeiro. A criptosporidiose instala-se no organismo através da ingestdo dos
oocistos e tem periodo médio de incubacdo de aproximadamente quatro dias
(AMARANTE, 1992).

O local principal de instalacdo € o intestino delgado, embora o parasito
possa ser difundido por todo o trato gastrintestinal e locais extra-intestinais. A
invasao de células do hospedeiro é restrita ao bordo luminal dos enterécitos e leva
ao deslocamento da borda dos microvilos e perda de epitélio de superficie,
causando mudancas na arquitetura dos vilos, com atrofia vilosa, destruicdo e
hiperplasia das células da cripta, e infiltracdo de célula mononuclear na lamina
propria (CHALMERS; DAVIES, 2010).
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Os aspectos osmoaticos, inflamatdrios e secretdrios da diarreia tém sido
investigados para criptosporidiose, ainda que 0s mecanismos causadores nao
tenham sido totalmente elucidados. Estes mecanismos sao multifatoriais, que estao
relacionados a acido do parasito e seus produtos na camada epitelial e a respostas
imunoldgica e inflamatéria do hospedeiro (CHALMERS; DAVIES, 2010).

Em pacientes com diarreia volumosa e aquosa, o processo secretorio parece
ser importante. Uma atividade enterotoxica liberada pelo parasito tem sido descrita
como mecanismo de acado (LAURENT et al., 1999). Isto foi indicado por andlises das
fezes de criancas infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), mas nao
foi confirmado em estudos de perfusdo em caso-controle. Apesar da evidéncia de
atividade parecida com enterotoxina in vitro, uma toxina de Cryptosporidium sp. nao
foi isolada (AMARANTE, 1992; LAURENT et al., 1999; CHALMERS; DAVIES, 2010).

As alteragbes em permeabilidade intestinal, como aumento da
permeabilidade intracelular e inflamacao na lamina prépria, poderiam contribuir para
diarreia secretdria via citocinas e neuropeptideos em individuos infectados com C.
parvum. A este respeito, niveis aumentados de interferon gama produzido durante a
infeccdo poderia aumentar a permeabilidade intestinal e diminuir a fungéo e barreira
epitelial (LAURENT et al., 1999). Porém, os leucécitos fecais estdo geralmente
ausentes, embora em estudos em criancas mal-nutridas a presencga de citocinas ou
lactoferrina nas fezes seja indicativa de inflamacdo intestinal (na auséncia de
amamentagao), e a infeccéo por Cryptosporidium sp.tem sido associado com uma
resposta inflamatéria sistémica persistente (CHALMERS; DAVIES, 2010).

Em adigdo, a produgado aumentada de prostaglandina de mucosa que pode
inibir a absorgao de cloreto de sddio (NaCl) e resultar em diarreia secretéria tem sido
demonstrado em suino. Tais efeitos podem ser devidos, em parte, pela agao da
prostaglandina nos componentes do sistema nervoso entérico e uma acao direta nos
enterdcitos. Os mecanismos que levam a producdo aumentada de prostaglandina e
a fonte celular da mesma néo sao conhecidos, embora a ultima possa incluir as
células mesenquimais e/ou epiteliais. Em adigdo, os leucécitos residentes e
recrutados na mucosa (ex. macrofagos) tém potencial de produzir niveis altos de
prostaglandinas, e podem também ser uma fonte de producdo de prostaglandinas
durante a infecgao por C. parvum (LAURENT et al., 1999).

Os aspectos osmoticos da diarreia, devido ao mau funcionamento dos

enterdcitos, foram demonstrados em suinos pela absorgéo diminuida de sodio (Na+)
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por causa da ineficiéncia dos vilos e pela secregdo aumentada de cloro (Cl-) devido
a hiperplasia das células da cripta. Mudancas na borda dos microvilos também
levam a perda de enzimas digestivas e redugao na superficie absortiva diminuindo a
absorcao de fluidos, eletrélitos e nutrientes. Com isso a presenca da diarreia pode
estar associada com ma-absor¢dao (CHALMERS; DAVIES, 2010).

3.7.1 Criptosporidiose em seres humanos

A criptosporidiose é uma gastrenterite aguda autolimitada em seres
humanos imunocompetentes e crénica e fatal em pessoas imunocomprometidas.
Ocorre em todo o mundo, e em grupos de todas as idades, embora criancas
especialmente as de dois anos sejam mais frequente e gravemente afetadas
(LALLO, 1996; LAURENT et al., 1999; BOWMAN; FORSTER, 2010).

As manifestagbes clinicas em seres humanos infectados seguem um
periodo de incubagdo que geralmente varia de dois a 14 dias (LAURENT et al.,
1999). A doenga no homem pode evoluir de quatro formas: assintomatica, aguda,

crénica ou fulgurante (intensa e rapida) (PEREIRA, 2007).

3.7.1.1 Aspectos clinicos em pacientes imunocompetentes

A diarreia é o principal sintoma da criptosporidiose em pacientes
imunocompetentes. Ela pode iniciar subitamente, geralmente € aquosa e volumosa,
pode conter muco, mas raramente sangue ou leucécitos. A frequéncia das
evacuagdes pode variar de trés a seis vezes ao dia ou mais. Outros sintomas
agudos sao dor abdominal, nausea ou vémito, febre baixa, anorexia, indisposicao,
dor de cabecga, mialgia e fraqueza. A perda de peso pode ser consideravel.
Distensdo abdominal, producdo de gases e tosse podem ser relatados (SMYTH,
1994; O'DONOGHUE, 1995; WIDMER, 1998; LAURENT et al., 1999; SANTOS et al., 2005;
LALLO; BONDAN, 2006; BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010; CHALMERS; DAVIES, 2010).
Os sintomas geralmente duram trés semanas, e sdo resolvidos através da
estimulagdo da resposta imune, mas em geral ocorre a resolugao espontanea dos
sintomas. Alguns pacientes experimentam a diarreia crénica por um més ou mais.
Nesses pacientes a eliminagdo dos oocistos pode continuar por um periodo médio

de sete dias (varia de 1 — 15 dias) apds os sintomas terem cessado, embora
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excepcionalmente possam ser eliminados por dois meses (O'DONOGHUE, 1995;
BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010; CHALMERS; DAVIES, 2010).

3.7.1.2 Aspectos clinicos em pacientes imunocomprometidos

Os pacientes imunocomprometidos podem apresentar diarreia prolongada,
cronica, incessante e grave que se resolve lentamente ou persiste com efeitos
devastadores (O'DONOGHUE, 1995; BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010; CHALMERS;
DAVIES, 2010). As infeccbes de intestino delgado proximal geralmente causam
diarreia mais severa e reduz as taxas de sobrevivéncia, comparado a infeccao
intensa do cdlon que, na auséncia de infeccdo de intestino delgado, pode causar
diarreia intermitente ou mesmo infeccdo assintomatica (CHALMERS; DAVIES,
2010).

Na infeccao grave, a ma-absorgao pode estar presente devido a superficie
absortiva diminuida e isto pode contribuir para a sindrome do definhamento em
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (LAURENT et al.,
1999).

Os individuos com deficiéncia imune de célula T sao o maior risco, incluindo
aqueles com neoplasias hematologicas (particularmente criancas), deficiéncias
primarias de células T e pacientes HIV com contagens de linfocitos CD4+ < 50/mm?,
Estes grupos de pacientes de alto-riscos frequentemente experimentam a doenca
cronica ou intratavel. Em tais pacientes as doencgas atipicas e extra-intestinal podem
se desenvolver, em adi¢ao a tipica doenga intestinal. Todo o trato gastrintestinal e os
brébnquios podem ser afetados. Na infeccdo de duto biliar pode ocorrer ictericia
secundaria a obstrugao do trato biliar ou pancreatite (CHALMERS; DAVIES, 2010).
A inflamagcdo da mucosa entérica duodenal pode levar a obstrucdo da papila
duodenal maior e menor causando colestase e pancreatite, o que poderia explicar a
formacgao de ictericia e pancreatite em pacientes com criptosporidiose (ETTINGER,;
FELDMAN, 2004). Ha também relatos de envolvimento gastrico neste grupo de
pacientes, assim como traqueo-bronquial que ndo € comum, mas pode ocorrer.
Sinusite também foi descrita (CHALMERS; DAVIES, 2010).
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As pessoas imunocomprometidas parecem ter uma prevaléncia mais alta de
infecgdes com espécies atipicas ao ser humano do que pessoas imunocompetentes
(BOWMAN; LUCIO-FORSTER, 2010).

3.7.2 Criptosporidiose em caes e em gatos

A infeccdo por Cryptosporidium sp. em caes e em gatos nao parece ser
comum. A eliminagdo de oocistos € mais frequente em animais mais jovens, e o
estresse pode induzir a eliminagcdo de oocistos em animais adultos, sugerindo que
infeccbes crdnicas e subclinicas possam ser mais frequentes do que as pesquisas
indicam. A infecgao por Cryptosporidium sp. esta associada com atrofia e fusdo de
vilos e inflamacéao, que resulta em perda da area de superficie absortiva e prejudica
o transporte de nutrientes (PALMER et al., 2008).

Ha uma série de controvérsias na literatura com autores afirmando que as
infecgbes por C. canis geralmente sdo assintomaticas, no entanto outros afirmam
que as mesmas podem ser sintomaticas (HAMNES et al., 2007; SMITH, 2009).

O mesmo ocorre em gatos onde a infeccdo por Cryptosporidium felis
também pode ser assintomatica ou apresentar diarreia (SMITH, 2009). Os filhotes
parecem ser mais suscetiveis ao parasitismo, provavelmente devido a imaturidade
do seu sistema imune (HUBER et al., 2002).

O aspecto mais comum de criptosporidiose em mamiferos é a diarreia
aquosa profusa que algumas vezes parece amarelo-palha na coloragcédo e pode ter
um odor ofensivo (O'DONOGHUE, 1995). Outros sinais clinicos observados incluem
desidratagcao, ma-absorcgao, febre, anorexia, perda de peso, fraqueza, depressao,
sonoléncia e algumas vezes distensao abdominal (O'DONOGHUE, 1995; MORGAN,
2000; HAMNES et al., 2007). A maioria dos animais exibe recuperagdo espontanea
dentro de uma a duas semanas de infeccdo, mas mortalidades significativas podem
ocorrer em animais jovens. Em animais imunossuprimidos ou imunodeficientes
infeccbes graves tém sido detectadas, podendo ocorrer definhamento e morte
(O'DONOGHUE, 1995; MORGAN, 2000).
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3.8 DIAGNOSTICO

Para o diagnéstico de criptosporidiose métodos microscopicos, imunoldgicos
e moleculares sao utilizados na atualidade. Cada método apresenta uma finalidade
no seu uso, assim como vantagens e desvantagens.

Se a intencédo é saber se ha o parasitismo por Cryptospordium sp., entao
métodos de exame parasitolégico de fezes rotineiros e coloragcbes especiais de
esfregacos de fezes podem ser suficientes. Para determinar a espécie de
Cryptospordium sp. envolvida, o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
torna-se necessaria. Se o objetivo € saber se 0 hospedeiro alguma vez foi exposto

ao protozoario, entdo métodos soroldgicos podem ser empregados (HUBER, 2007).

3.8.1 Métodos microscoépicos

A maioria das infec¢des é diagnosticada por exame microscopico do material
fecal para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium sp. (O'DONOGHUE, 1995; JEX
et al., 2008b), apés métodos de concentragdo baseados em principios de flutuagao
ou centrifugo sedimentacdo (ALMEIDA, 2004). Para a visualizagao dos oocistos,
apds concentracdo, sao utilizadas técnicas de coloragcdo especiais, como: Ziehl-
Neelsen modificado (acido-resistente), dimetil sulféxido (DMSQO) com carbol-fucsina,
Kinyoun, coloracdao a quente de safranina com azul de metileno, coloragéo
modificada de Kohn, coloragdo modificada de Koster e auramina que coram os
oocistos em vermelho e o corante de contraste ao fundo (O'DONOGHUE, 1995;
FAYER et al., 2000; ALMEIDA, 2004; JEX et al., 2008b).

Em adicdo a estas técnicas de coloracido direta, ha métodos de coloracdo
negativa, que usam produtos quimicos tais como negrosina, verde brilhante,
mebromide e verde malaquita que coram o material de fundo nas laminas e deixam
os oocistos de Cryptosporidium sp. sem corar. Porém, coloracdo diferencial tem
sensibilidade e especificidade variavel (FAYER et al., 2000; JEX et al., 2008b). Uma
variedade de corantes fluorcromos foram testados, embora sensiveis, s&o
complexos e estruturas parecidas com oocistos nos debris fecais frequentemente
absorvem o corante, que precisam ser verificados por outras técnicas de coloragao
(O'DONOGHUE, 1995; FAYER et al., 2000).
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Realizar o diagndstico de criptosporidiose por meio da microscopia nao é
simples, pois depende de um microscopista bem treinado, € um método trabalhoso,
cansativo e relativamente demorado. O profissional pode as vezes diagnosticar
infeccbes equivocadamente ou ndo diagnostica-la, pois a morfologia do oocisto é
incerta. Este método ndo é util para avaliar amostras submetidas a condi¢des
desfavoraveis, como as amostras ambientais, que podem modificar a morfologia do
parasito (ALMEIDA, 2004; JEX et al., 2008b).

Outro exame que utiliza a microscopia € o histopatolégico, que pode ser
realizado de material de autopsia ou biopsia. Nos cortes histologicos, estagios
endbgenos podem ser visualizados pela coloragdo de hematoxilina-eosina ou
Giemsa. Os parasitos podem ser prontamente identificados por suas caracteristicas
ultraestruturais Unicas e localizagdo dentro de vacuolos parasitéforos
(O'DONOGHUE, 1995; CHALMERS; DAVIES, 2010).

Todavia, embora uteis para deteccdo de oocistos, os métodos
parasitologicos tém a desvantagem que nao permitem a identificagdo de espécies de
Cryptosporidium sp. (JEX et al., 2008b).

3.8.2 Métodos imunoldgicos

As técnicas imunoldgicas utilizadas incluem testes com anticorpo policlonal
fluorescente, reagdes de aglutinagdo com latex, imunofluorescéncia com anticorpos
monoclonais (IF), hemoaglutinagcdo passiva reversa, imunosorologia usando
deteccdo de imunoglobulinas por IF ou ELISA e ensaios imunocromatograficos
qualitativos de fase sélida (FAYER et al., 2000).

Estas técnicas podem oferecer algumas vantagens sobre a microscopia para
a deteccao de oocistos de Cryptosporidium sp. e diagnéstico de criptosporidiose. Por
exemplo, o uso de imunofluorescéncia direta usando um anticorpo monoclonal anti-
Cryptosporidium sp. apresenta alta especificidade (96 — 100%) e sensibilidade (98,5
— 100%) para a deteccao de oocistos de Cryptosporidium sp. em esfregacos fecais e
amostras ambientais (MILLER et at., 1994, JEX et al., 2008b).

A detecgao de antigenos nas amostras fecais (coproantigenos) é realizada
por imunoensaios (ELISA) ou ensaios imunocromograficos. A especificidade destes
também ¢é alta (98 — 100%), porém a sensibilidade para detec¢ao de coproantigenos

pode ser mais baixa do que a maioria dos exames microscopicos. As vantagens que
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a pesquisa de coproantigenos tém sobre microscopia é que eles podem detectar
infecgdes pré-patentes em animais que néo estejam excretando oocistos nas fezes e
podem ser empregados para triagem rapida e sdo eficazes para trabalhar com
grande quantidade de amostras fecais (JEX et al., 2008b).

Ja os testes imunolégicos para deteccdo de anticorpos contra
Cryptosporidium sp. como |IFl sdo simples, rapidos e especificos, porém geralmente
apresentam baixa sensibilidade e problemas como dificuldade em diferenciar entre
uma infecgdo ativa ou prévia (O'DONOGHUE, 1995; ALMEIDA, 2004; HUBER,
2007). Titulos de anticorpos significativos foram mostrados persistirem em muitos
individuos por 12 meses apods a infecgao. Os testes imunossorolégicos parecem ser
inadequados para uso em diagnostico de rotina, mas eles fornecem ferramentas
valiosas para estudos imunolégicos e soroepidemiolégicos (O'DONOGHUE, 1995).
No entanto, os métodos imunoldgicos ndo permitem que espécies ou gendtipos de

Cryptosporidium sp. envolvidos na infecgao sejam determinados (JEX et al., 2008b) .

3.8.3 Métodos moleculares

Os métodos moleculares foram desenvolvidos para detecgao dos parasitas,
visando superar as dificuldades encontradas nos métodos parasitolégicos e
imunoldgicos.

Estas técnicas sao aplicadas no estudo da sistematica, em particular na
resolugcdo do problema taxonémico, em ecologia dos parasitos, evolugcido bioldgica,
genética de populagao, estrutura de comunidades, epidemiologia e interagdo com
seus hospedeiros, melhorando o entendimento da relacdo parasito hospedeiro.
Outras aplicagbes destes métodos sao a identificacdo de espécies, presentes em
amostras ambientais (agua e lodo) (ALMEIDA, 2004; THOMAZ, 2006; JEX et al.,
2008b). Gragas a elas pode-se tracar estratégias para prevencgao, levantamento e
controle de criptosporidiose em humanos e outros animais (JEX et al., 2008b).
Dentre os métodos moleculares estdo as técnicas de reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), nested-PCR (NPCR), polimorfismo do comprimento dos
fragmentos de restricdo (RFLP), sequenciamento, entre outras (ALMEIDA, 2004).
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3.8.3.1 Técnicas de PCR e Nested-PCR

A PCR é aplicavel quando ha baixa quantidade de oocistos, como: amostras
de fezes, tecidos e outros tipos de materiais (por exemplo, bile) colhidos durante
endoscopia. A PCR melhora a sensibilidade de deteccédo, e permite diferenciar
espécies e genotipos de Cryptosporidium sp. (CHALMERS; DAVIES, 2010). A
técnica permite amplificar milhares de vezes uma unica molécula de DNA alvo.
Devido a grande sensibilidade e especificidade da PCR, ela tem sido usada em
amostras clinicas e ambientais (ALMEIDA, 2004).

Alguns marcadores (loci) usados incluem: genes e espagadores RNA
ribossébmico, proteina de parede do oocisto de Cryptosporidium sp. (COWP),
proteina resistente ao calor de 70 kDa (hsp 70), gene de glicoproteina de 60 kDA
(GP60) entre outros. O gene RNA ribossdmico da subunidade menor (18SSU rRNA)
€ um marcador genético util para identificacao especifica de Cryptosporidium sp.,
tendo uma variacdo de sequéncia relativamente baixa intraespecifica e alta
interespecifica. O gene actina e hsp 70 permitem a identificagdo em nivel de
espécie. Ambos marcadores tém sido utilizados juntos com o 18SSU rRNA nas
investigacdes sistematicas (filogenéticas) de Cryptosporidium sp., fornecendo a base
para a classificacdo atual dos membros dentro do género (JEX et al., 2008b).

Embora a PCR seja rapida, altamente sensivel, e acurada, tem muitas
limitagdes. Falso-positivos podem resultar de detecgcéo de acidos nucléicos livres de
microrganismos nao viaveis ou de contaminacao laboratorial. Alguns contaminantes
ambientais interferem com os ensaios qualitativos e/ou quantitativos (FAYER et al.,
2000).

Ja a Nested-PCR é um método sensivel no qual o produto amplificado
(amplicon) na primeira PCR, é submetido a um segundo processo de amplificacéo
utilizando um conjunto de iniciadores homédlogos a sequéncias internas do segmento
ja amplificado. O segundo par de iniciadores usados sempre amplifica uma
sequéncia menor que o primeiro par. Este procedimento torna a reagdo da PCR
mais especifica e sensivel (ALMEIDA, 2004; HUBER, 2007; OSAKI, 2009).

O uso desta técnica torna-se especialmente importante quando é necessario
detectar poucos organismos contidos numa microflora diversa, como ocorre na
extracdo de DNA a partir de material fecal (HUBER, 2007).
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3.8.3.2 Técnica de Polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricao
(RFLP)

A técnica de RFLP é atualmente um dos métodos mais empregados para a
determinagado de espécies e gendtipos de Cryptosporidium sp. (HUBER, 2000; JEX
et al., 2008b). Seu principio é a digestao dos produtos da PCR ou da Nested-PCR
por enzimas especificas. Estas enzimas clivam o DNA em fragmentos de
determinados tamanhos, cuja andlise no gel de agarose ou poliacrilamida, resulta
em diferentes padroes de tamanhos de fragmentos, de acordo com a espécie de
Cryptosporidium sp. examinada, possibilitando a identificacao. Este método detecta
variagdes minimas num gene onde uma unica substituicdo de base pode criar um
sitio capaz de ser digerido pelas endonucleases, ou abolir o sitio de restricdo
(ALMEIDA, 2000; HUBER, 2007).

Embora util, o método de RFLP n&o detecta todas as variacbes de
comprimento e sequéncia dentro ou entre amplicons durante as analises, porque as
endonucleases usadas somente reconhecem uma pequena quantidade de locais

variaveis potencialmente (JEX et al., 2008b).

3.8.3.3 Sequenciamento

A maioria das técnicas de biologia molecular aplicada ao diagnéstico para
Cryptosporidium sp. inclui uma etapa final de sequenciamento, para a identificagéo
da espécie estudada (HUBER, 2007). O sequenciamento direto do DNA continua
sendo o padrao-ouro para detectar variagdo genética ou polimorfismo e pode ser
aplicado para genes de unica cépia ou multiplas cépias (JEX et al., 2008b). O
sequenciamento também é de fundamental importancia, quando as demais técnicas
deixarem duvidas quanto a identificacdo correta da espécie envolvida. Outra
importancia do sequenciamento € analisar genes indefinidos para verificar
diferencas genéticas entre as espécies (XIAO et al., 2000). Varios autores
realizaram o sequenciamento de Cryptosporidium sp. em amostras fecais de céo e
gato, sendo identificados C. canis, C. felis, C. parvum e C. muris (SARGENT et al.,
1998; MORGAN et al., 2000; ABE et al., 2002; FAYER et al., 2006; GIANGASPERO
et al., 2006; SANTIN et al, 2006; PALMER et al., 2008). Geralmente o
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sequenciamento é realizado a partir dos produtos amplificados da PCR ou Nested-
PCR.

3.9 TRATAMENTO

Mais de 200 substancias terapéuticas tém sido testadas contra
Cryptosporidium sp. (SCHNYDER et al., 2009), incluindo antibioticos, antimalaricos,
antiparasitarios, antifungicos e antivirais, sendo que algumas nao tém tido sucesso
na terapia (AMARANTE, 1992; O'DONOGHUE, 1995). Porém, algumas drogas
como halofuginona e decoquinato apresentaram efeitos promissores. Em alguns
estudos, bezerros mostraram significativa redugdo na excregdao de oocisto e
diminui¢cao na diarreia, prevenindo a mortalidade. Tratamentos com halofuginona ou
decoquinato nao apresentaram efeitos nos niveis de diarreia ou desidratagao, mas a
halofuginona reduziu significativamente a excrecdo de oocistos e o decoquinato
aumentou a média de ganho de peso diario de bezerros. (SCHNYDER et al., 2009).

A paromomicina e depois nitazoxanida emergiram como candidatas
promissoras para o tratamento de criptosporidiose. A paromomicina foi a primeira
droga testada em humanos para tratar diarreia por Cryptosporidium sp., mas ainda
nao foi eficaz e ndo foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA). Embora
paramomicina tenha bom desempenho contra Cryptosporidium sp. em modelos
animais e de cultura de células, os resultados de ensaios clinicos em humanos
desta droga tém sido confusos. Alguns estudos em pacientes com AIDS com
criptosporidiose mostraram que a paromomicina melhorou tanto os parametros
clinicos quanto parasitolégicos (DOWNEY et al., 2008; ROSSIGNOL, 2010).

A nitazoxanida foi desenvolvida para tratar criptosporidiose em criangas e
adultos imunocompetentes, por ter demonstrado atividade em reduzir a duracéo da
diarreia e eliminacdo de oocistos em varios estudos (ROSSIGNOL, 2010). No
entanto, a eficacia de nitaxozanida para tratamento de infecgdo por Cryptosporidium
sp. em pacientes imunocomprometidos nao foi demonstrada (DOWNEY et al., 2008).
Boehmer et al. (2009) utilizaram a nitazoxanida como agente terapéutico em
pessoas com criptosporidiose e evidenciaram uma resposta clinica em 67% dos
pacientes.

Outra droga estudada, atualmente, € o pamoato de pirvinium que inibiu

crescimento de C. parvum tanto em sistema de cultura de células in vitro quanto em
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ratos recém-nascidos. Os autores acreditam que o pamoato de pirvinium é uma
droga candidata para o tratamento de criptosporidiose em pacientes
imunocompetentes e também individuos imunocomprometidos, para quem nenhuma
terapia eficaz é atualmente aprovada (DOWNEY et al., 2008).

Shahiduzzaman et al. (2009), avaliaram a eficacia de monensina,
halofuginona e miltefosina no crescimento de C. parvum, utilizando a combinagao in
vitro de cultura e PCR quantitativo. Os autores relatam que a monensina e a
halofuginona mostraram-se eficazes contra C. parvum, ja a miltefosina mostrou
atividade inibitéria sob condigdes in vitro, embora com menor eficacia que as
demais.

A terapia com antiretroviral provou ser mais eficaz na terapia por reduzir a
frequéncia e severidade desta doenga em pacientes com HIV. Estes efeitos foram
atribuidos a recuperacao da imunidade do hospedeiro como demonstrado em outros
casos de criptosporidiose associado com outras causas de imunodeficiéncia tais
como imunodeficiéncia primaria, transplante de o6rgaos, cancer, diabetes e ma-
nutricdo para os quais a terapia antiretroviral ndo é indicada (ROSSIGNOL, 2010).

Em animais ja foram usadas diversas drogas terapéuticas, como:
cloranfenicol, lincomicina, neomicina, nistatina, gentamicina, sulfametoxazol-
trimetoprim, estreptomicina, metronidazol, ivermectin, entre outras, porém sem
sucesso (AMARANTE, 1992).

3.10 PROFILAXIA

Na literatura pesquisada as medidas preventivas sio dirigidas ao ser
humano preocupando-se principalmente com pessoas aidéticas e com outras
imunodeficiéncias. Ndo ha medidas preventivas relacionadas aos animais. Como as
modalidades de tratamento para Cryptosporidium sp. sao limitadas, prevencéo e
reducdo de risco sdo as intervengbes mais importantes, como: lavagem das maos
antes de comer ou preparar alimentos, apds usar ou limpar o banheiro, trocar
fraldas, cuidar de uma pessoa com diarreia, apds contato com animais, e lavagem
de materiais sujos (roupas ou roupas de cama). Deve-se também realizar adequado
tratamento de agua nao potavel, e lavagem completa de frutas e vegetais antes do
consumo. As pessoas com criptosporidiose deveriam ser afastadas do local de

trabalho, escola ou outros locais institucionais, por 48 horas apds o ultimo episédio
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de diarreia, particularmente manipuladores de alimentos e pessoal de servico de
saude. O tratamento de piscina geralmente ndo elimina adequadamente oocistos,
assim recomenda-se que individuos parasitados nao frequentem as mesmas por
duas semanas, todavia, tal conduta é dificil de conseguir (CHALMERS; DAVIES,
2010).



MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENGCAO DE AMOSTRAS DE FEZES DE CAES E DE GATOS

Foram colhidas e analisadas 91 amostras de fezes de caes e 25 de gatos
provenientes de abrigos e clinicas veterinarias de Curitiba e regido metropolitana.
Das 91 amostras fecais de caes, 62 eram provenientes de Curitiba, 10 do municipio
de S&o José dos Pinhais e 19 de Araucaria. Todas as amostras fecais de gatos
eram procedentes de Curitiba. Todos os animais apresentavam-se assintomaticos
no momento da colheita das amostras.

O fluxograma (FIGURA 1) abaixo mostra a sequéncia do material e métodos,
que inclui a quantidade de amostra colhida e os métodos empregados para a

realizacao do presente trabalho.

25 gatos
|
[ 1 N
[ Esfregaco das fezes } [Purificagéo de oocistos em
C n

116 Amostras fecais
91 caes

oloracgao de Ziehl-Neelse gradiente de sacarose

[ Extracdo de DNA

PCR/NPCR
RFLP
—[ Sequenciamento }

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DA QUANTIDADE DE AMOSTRA COLHIDA E OS METODOS
EMPREGADOS PARA A REALIZACAO DO PRESENTE TRABALHO
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4.2 DETECGCAO DOS OOCISTOS PELO METODO DE COLORAGAO DE ZIEHL-
NEELSEN MODIFICADO

Para a deteccao dos oocistos foi utilizada a técnica de coloracdo acido-
resistente (Método de Ziehl-Neelsen modificado), que é o método mais
recomendado para a demonstragdo dos oocistos de Cryptosporidium sp. em fezes
(RIGO; FRANCO, 2002). Para realizar este método foram confeccionados
esfregacos finos das fezes e posteriormente corados. As laminas feitas foram
observadas em microscépio 6ptico (Olympus BX41) em aumento de 400 vezes. Ao
observar alguma estrutura similar ao oocisto de Cryptosporidium sp. passava-se
para o aumento de 1000 vezes para confirmagao ou nao.

A seguir é descrito o procedimento de coloragao:

a) fazer um esfregaco fino do material;

b) fixar o esfregago ao ar seco ou em metanol concentrado por minutos;

c) imergir a lamina em carbol-fucsina e corar por 15 minutos;

d) enxaguar bem a lamina em agua de torneira;

e) descorar em metanol acido 1% por 10 a 15 segundos (evitar descorar em

excesso);

f) enxaguar a lamina em agua de torneira;

g) contracorar com verde malaquita 0,4 % por 30 segundos;

h) enxaguar a lamina em agua de torneira;

i) secar alamina ao ar seco;

j) examinar a presenga de oocistos pela observagdo da lamina (com ou

sem laminula) em objetiva de 40X. Confirmar em objetiva de 100X;

k) medir o tamanho e comparar os oocistos.

Como os oocistos sado parecidos, morfometricamente nao €& possivel
identificar espécie e gendtipo assim foram escolhidas como ferramentas a reagao
em cadeia da polimerase (PCR), Nested-PCR, polimorfismo de comprimento de

fragmento de restricao (RFLP) e sequenciamento.
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4.3 PURIFICACAO DE OOCISTOS DE Cryptosporidium sp. EM GRADIENTE DE
SACAROSE (PAULINO, 2005 - modificado)

Todas as fezes colhidas, positivas ou ndo para oocistos de Cryptosporidium

sp. pelo método de coloragao especifica, foram submetidas a técnica de HOFFMAN,

PONS e JANER e em seguida a técnica de gradiente de sacarose para a purificagao

e o isolamento dos oocistos de Cryptosporidium sp.

O protocolo teve as seguintes etapas:

a)

)

k)

preparar uma suspensao de fezes em agua destilada na proporgcéo de
1:5;

filtrar em gaze dobrada em quatro para o calice de sedimentagdo e
transferir o filtrado para tubos de 15 mL;

centrifugar a 453,91 x g por cinco minutos;

desprezar o sobrenadante e lavar o sedimento quatro vezes
centrifugando a 453,91 x g por cinco minutos;

ressuspender o sedimento em 3 mL de agua ultrapura;

fazer o fracionamento colocando em tubos conicos de 15 mL: 5 mL de
solugdo de sacarose 1 M (densidade especifica 1,11) e sobre esta
depositar lentamente, com uma pipeta os 3 mL de suspensdo de fezes
(deslizar pela parede do tubo);

centrifugar a 163,40 x g por 20 minutos;

remover os oocistos da interface transferindo para tubos de 15 mL;
ressuspender os oocistos em agua ultrapura (12 mL) e centrifugar a
453,91 x g por 10 minutos;

desprezar o sobrenadante e ressuspender o sedimento em agua
ultrapura, transferindo para tubos tipo eppendorf;

centrifugar a 12.000 g por cinco minutos;

desprezar o sobrenadante e lavar trés vezes em agua ultrapura

centrifugando a 12.000 g por cinco minutos;

m) ao sedimento final acrescentar tampéao de lise e congelar a -20°C para

posterior extracdo de DNA.
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4.4 DETECCAO MOLECULAR DE Cryptosporidium sp.

Foi realizado a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e Nested-PCR
(NPCR) do gene 18SSU rDNA, para determinar a presenca de &cido
desoxirribonucléico (DNA) do parasito nas amostras fecais apods purificacdo dos
oocistos em gradiente de sacarose. Estes métodos moleculares sao rapidos,
sensiveis e especificos, permitindo ampliar e identificar seletivamente sequéncias de
DNA do parasito (LIMA; STAMFORD, 2003; GARCIA; MARCONDES, 2007).

4.4.1 Extracdo de DNA

Trés métodos de extracdo de DNA de oocistos ja foram estudados no
Laboratorio de Parasitologia Molecular da Universidade Federal do Parana (UFPR),
departamento de Patologia Basica. Os métodos avaliados foram o do fenol-
cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989); salting-out (MILLER et al., 1988) e com o
uso de Kit de extragdo de DNA ChargeSwitch® gDNA Mini Tissue Kit (Invitrogen™).
Como a extracao pelo Kit teve um melhor desempenho, optou-se em extrair o DNA

das amostras por esta técnica.

4.4.1.1 Extracdo de DNA com ChargeSwitch® gDNA Mini Tissue Kit (Invitrogen™)

O material purificado das fezes contendo tampao de lise (500uL) foi
submetido a 15 ciclos de congelamento e descongelamento (-70°C e 56°C). Em
seguida, o DNA foi extraido com ChargeSwitch® gDNA Mini Tissue Kit (Invitrogen™)

conforme os procedimentos recomendados pelo fabricante do produto.

4.4.2 Reacgao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi realizada utilizando-se um par de iniciadores genérico para
Cryptosporidium sp. (XIAO et al., 1999b) da regiao hiper-variada do gene 18SSU
rDNA. Este conjunto de iniciadores amplifica uma regido de 1325 pares de base
(TABELA 2).

Os componentes utilizados na técnica de PCR e as condigdes de

amplificacdo sdo mostrados nas tabelas 3 e 4.
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TABELA 2 - INICIADORES USADOS NA TECNICA DE PCR E DE NPCR PARA IDENTIFICAQAQ DA
PRESENCA DE DNA DE Cryptosporidium sp. NAS AMOSTRAS DE FEZES DE CAO E

DE GATO
INICIADORES REGIAO SEQUENCIA 5’-3’ FRAGMENTO
GENICA AMPLIFICADO
Xiao F 5" TTCTAGAGCTAA TACATCCG 3’
PCR 18SSU rDNA 1325 bp
Xiao R 5" CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 3’
PCR
Xiao 1 (R) 5"'AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 3°
NPCR 18SSU rDNA 826 a 864 bp
Xiao 2 (F) 5'GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 3
NPCR

TABELA 3 - COMPONENTES DA~REAQAO DE AMPLIFICACAO DO DNA DE Cryptosporidium sp.
EM FEZES DE CAES E DE GATOS E RESPECTIVAS CONCENTRACOES
UTILIZADAS EM UMA TECNICA DE PCR

COMPONENTES CONCENTRACAO CONCENTRACAO VOLUME POR REACAO (uL)
ESTOQUE DE USO

Tampao 10X 1X 2,5
MgCl, 50 mM 3mM 1,5
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5
Primer F 10 pmol/uL 20 pmol 2,0
Primer R 10 pmol/uL 20 pmol 2,0
Taq Platinum Polimerase 5 U/uL 1,25 U 0,25
Triton 100% 0,1% 0,25
DNA -—-- -—-- 50
Agua ultrapura gsp* gsp* 11,0
Volume total — e 25

* quantidade suficiente para

TABELA 4 - CONDIQOES DE AMPLIFICACAO DOS INICIADORES DE XIAO F/ XIAO R USADOS
NA TECNICA DE PCR PARA PESQUISA DE Cryptosporidium sp. EM FEZES DE CAES

E DE GATOS
NUMERO DE CICLOS TEMPERATURA/TEMPO
1 ciclo 94°C / 3 min.
35 ciclos 94°C / 45 seg.
55°C / 45 seg.
72°C /1 min.
1 ciclo 72°C /| 7 min.

A amplificacéo foi realizada no termociclador (Bio-Rad®) e os produtos da
amplificacdo foram armazenados a 4°C até a realizagdo da eletroforese em gel de

agarose a 1,6%.
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4.4.2.1 Controles positivo e negativo

Para avaliar os riscos de falso-positivos, falso-negativos ou contaminagdes
foram usados controles. Para controle positivo utilizou-se amostra que continha DNA
de 10 oocistos de Cryptosporidium parvum (cepa referéncia) e controle negativo em

que foram usadas as mesmas condi¢oes, porém sem DNA.
4.4.2.2 Sensibilidade das técnica de PCR

A sensibilidade da técnica de PCR foi padronizada previamente no
laboratério e para determinar a sensibilidade utilizou-se contaminagdes
experimentais de agua com oocistos de Cryptosporidium sp. nas concentragbes de
10%, 10°, 500, 100, 50, 10, 5.

4.4.3 Nested-PCR (NPCR)

Para melhorar a sensibilidade da PCR, foi realizado Nested-PCR. Esta
técnica amplifica um fragmento interno ao que foi amplificado na primeira PCR,
usando par de iniciadores diferente do primeiro. O segundo par de iniciadores
amplifica uma sequéncia menor que o primeiro par.

A Nested-PCR foi feita utilizando-se um segundo par de iniciadores (XIAO et
al., 1999b) da regido hiper-variada do gene 18SSU rRNA. Este conjunto de
iniciadores amplifica uma regido de 826 a 864 pares de base (TABELA 2).

Os componentes utilizados na técnica de NPCR e as condi¢gdes de

amplificacdo sdo mostrados nas tabelas 5 e 6.
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TABELA 5 - COMPONENTES DA~REAQAO DE AMPLIFICACAO DO DNA DE Cryptosporidium sp.
EM FEZES DE CAES E DE GATOS E RESPECTIVAS CONCENTRAGOES
UTILIZADAS EM UMA TECNICA DE NESTED-PCR

COMPONENTES CONCENTRACAO CONCENTRACAO VOLUME POR REACAO (uL)
ESTOQUE DE USO

Tampao 10X 1X 2,5
MgCl, 50 mM 3mM 1,5
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5
Primer F 10 pmol/uL 20 pmol 20
Primer R 10 pmol/uL 20 pmol 20
Taq Platinum Polimerase 5 U/uL 1,25 U 0,25
Triton 100% 0,1% 0,25
DNA - - 3,0
Agua ultrapura gsp* gsp* 13,0
Volume total -—-- -——- 25

* quantidade suficiente para

TABELA 6 - CQNDIQOES DE AMPLIFICAGAO DOS INICIADORES DE XIAO 1/ XIAO 2 USADOS NA
TECNICA DE NESTED-PCR PARA PESQUISA DE Cryptosporidium sp. EM FEZES DE
CAES E DE GATOS

NUMERO DE CICLOS TEMPERATURA/TEMPO

1 ciclo 94°C / 3 min.

35 ciclos 94°C / 45 seg.
55°C / 45 seg.
72°C /1 min.

1 ciclo 72°C / 7 min.

4.4 .4 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos amplificados de PCR e NPCR foram detectados por meio de
eletroforese em gel de agarose preparado a 1,6% em tampao TBE 1X (Tris base 89
mM, acido boérico 89 mM e EDTA 2 mM). 5 uL dos produtos de amplificagao foram
aplicados no gel, acrescido de 2 yL de bromofenol, e submetidos a corrente elétrica
de 60V (fonte de eletroforese VWR 105) numa cuba de eletroforese, onde realizava-
se a corrida eletroforética para a separacdo das bandas. Apds a separagcédo dos
produtos de PCR e NPCR por eletroforese, o DNA foi corado com brometo de etidio
e visualizado em fonte ultravioleta (Life Technologies™), em seguida o gel foi
fotodocumentado. Para avaliar os tamanhos dos fragmentos foi usado marcador de

massa molecular de DNA de 1 kb (Invitrogen™).
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4.4.5 Técnica de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricado (RFLP)

Para a identificagao a nivel especifico ou de gendtipos foi realizada a técnica
de RFLP. Os produtos da nested-PCR foram digeridos com as enzimas de restricao
Sspl (Invitrogen™) e Asel (BioLabs®). As sequencias reconhecidas de cada enzima
sdo: 5-AATIATT-3 e 3-TTAITAA-5 para a enzima Sspl; 5-ATITAAT-3' e
3TAATITA-5 para a enzima Asel. Usou-se 10U/uL de cada enzima e incubou-se a
37°C por duas horas, em volume final de 25 uL. Apds a realizagao da digestéo foi
realizada eletroforese em gel de agarose a 1,6% e fotodocumentado o gel. O
marcador de peso molecular utilizado foi de 100 pb (Invitrogen™). Na tabela 7 segue
os componentes utilizados na reagao de RFLP.

TABELA 7 - COMPONENTES USADOS NA REAGAO DE RFLP PARA UM VOLUME FINAL

DE 25 puL
COMPONENTES QUANTIDADE POR REACAO (uL)
Amplicon do NPCR 10
Tampéao 10X 2,5
Enzimas (10U/uL) Sspl ou Asel 1
Agua ultrapura (gsp*) 11,5

* quantidade suficiente para

4.4.6 Sequenciamento

As amostras de C. parvum e Cryptosporidium sp. encontrados em cées e em
gatos foram submetidas a amplificagdo por PCR seguida de Nested-PCR e ao
sequenciamento utilizando o Dyenamic ET para MegaBACE (GE Healthcare Life
Sciences do Brasil). Para a reagcéo de sequenciamento utilizou-se 4 uyL do produto
de NPCR [25 ng/uL], 2 uyL de dyenamic et, 2 yL do primer [10pmol/ pyL] e 2 pL de
agua ultrapura. Foram utilizados 25 ciclos de 95°C por 20 segundos; 55°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Em seguida foi realizada a precipitagao e purificagao
segundo Costa-Ribeiro (2006).
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4.4.7 Analise de dados

4.4.7.1 Andlise dos dados de RFLP e construgdo do dendrograma

Para tabulacdo de dados de RFLP e construcdo do dendrograma para
andlise da relacdo fenética dos isolados optou-se pela leitura automatizada do
padrdo de bandas dos géis usando o software Gel-Pro Analyzer (Media
Cybernetics). Foram consideradas apenas bandas que apresentavam repetibilidade.
Um calculo de distancia genética foi realizada com o software NTSYSpc (v.2.10),
utilizando o Método de grupo de par ndo ponderado com média aritmética (UPGMA)
e a Ferramenta para analise genética de populagdes (TFPGA) (v. 1,3) (MILLER,
1997). O mesmo calculo foi confirmado no PAUP * B4 (v.10) (SWOFFORD, 2002)
sob os mesmos critérios. A distédncia entre as amostras foi avaliada através do

coeficiente de Jaccard.

4.4.7.2 Analise do sequenciamento

Quanto a analise do sequenciamento, quatorze sequéncias consensos de
630bp do gene 18SSU rDNA foram geradas a partir do programa EMBOSS GUI
(http://bips.u-strasbg.ffEMBOSS) e submetidas ao programa Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmacg&o dos resultados.

As sequéncias foram manualmente alinhadas no programa CLUSTAL W
(THOMPSON et al., 1994) e analisadas no programa MEGA “Molecular Evolutionary
Genetics” versdao 4.1 (TAMURA et al, 2007) para a construgdo da arvore

filogenética.

4.4.7.3 Analise estatistica

Foi realizado o teste do qui-quadrado em tabela 3 x 2 considerando a
proporgdo de casos positivos vs negativos em 3 populagdes diferentes
(Sdo José dos Pinhais, Curitiba e Araucaria), os valores de p=0,7 foram
considerados significativos. @) tamanho amostral foi de 91

dados.
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5 RESULTADOS

5.1 PESQUISA DE OOCISTOS DE Cryptosporidium sp. EM AMOSTRAS DE FEZES
DE CAO E DE GATO PELO METODO DE COLORAGCAO DE ZIEHL-NEELSEN
MODIFICADO

Para as 91 amostras fecais de cao, foram realizados esfregacos em lamina
e coloracdo para 48 amostras. Destas 29 eram de animais procedentes de dois
municipios da regidao metropolitana de Curitiba (TABELAS 8 e 9). Das 25 amostras
fecais coletadas de gatos foram feitos esfregagos em lamina e coloragdo em duas
amostras.

A avaliacdo em microscopia 6ptica, nos aumentos de 400 e 1000 X, para as
48 amostras foi negativa, ou seja, nenhum oocisto foi detectado apesar da insistente

pesquisa.

TABELA 8 - RESULTADO DA PESQUISA DE OOCISTOS DE Cryptosporidium sp. EM AMOSTRAS
DE FEZES DE CAO DE CURITIBA E REGIAO METROPOLITANA, PELO METODO DE
COLORAGCAO DE ZIEHL-NEELSEN MODIFICADO

REGIOES QUANTIDADE DE QUANTIDADE DE LAMINAS RESULTADO %
AVALIADAS AMOSTRAS COLHIDAS CONFECCIONADAS
Curitiba 62 19 0 0
Sao José dos 10 10 0 0
Pinhais
Araucaria 19 19 0 0
Total 91 48 0 0

TABELA 9 - RESULTADO DA PESQUISA DE OOCISTOS DE Cryptosporidium sp. EM AMOSTRAS
DE FEZES DE GATO DE CURITIBA PELO METODO DE COLORAGCAO DE ZIEHL-
NEELSEN MODIFICADO

REGIAO QUANTIDADE DE QUANTIDADE DE LAMINAS RESULTADO %
AVALIADA AMOSTRAS COLHIDAS CONFECCIONADAS

Curitiba 25 2 0 0

Total 25 2 0 0

5.2 DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE DAS TECNICAS DE PCR e DE
NESTED-PCR

As técnicas de PCR e de NESTED-PCR para detecgédo de Cryptosporidium
sp. foram previamente padronizadas no Laboratério de Parasitologia Molecular da
Universidade Federal do Parana — UFPR (OSAKI, 2009). Porém, as mesmas foram
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padronizadas para pesquisa de DNA do protozodrio em amostras ambientais (agua
e lodo de agua).

Assim, para a realizagdo da pesquisa de DNA de Cryptosporiodium sp. em
amostras fecais foi necessario confirmar a sensibilidade da técnica. Manteve-se o
processo de extragdo do DNA de oocistos pelo Kit ChargeSwitch® gDNA Mini
Tissue Kit (Invitrogen™).

A avaliacdo da sensibilidade das técnicas mostrou que as mesmas
mantinham bom desempenho para amostras fecais com sensibilidade para detectar
DNA de dois e de cinco oocistos (FIGURA 2).

MR 10* 10° soo 100 SO 10 s 4 z T R
phb

1000

B

FIGURA 2 - DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE DAS TECNICAS DE
PCR E NESTED-PCR PARA O GENE 18SSU rDNA COM
OS INICIADORES XIAO F/XIAO R (A) E XIAO 1/XIAO 2 (B)
RESPECTIVAMENTE.  PARA AVALIAR A
SENSIBILIDADE DAS TECNICAS FOI USADO DNA DE C.
parvum (CEPA REFERENCIA) EXTRAIDO COM O KIT
CHARGESWITCH®. A SETA INDICA A POSICAO DOS
FRAGMENTOS ESPERADOS NA  AMPLIFICAGAO.

LINHA 1 - M:  MARCADOR DE MASSA
MOLECULAR PADRAO (1KB). FIGURAS A E B:
DIFERENTES CONCENTRACOES DE OOCISTOS:

LINHAS 3 A 8(A): 5, 10, 50, 100, 500, 10°. LINHAS 2
A 10 (B): 10% 10° 500, 100, 50, 5, 4, 2; CN: CONTROLE
NEGATIVO (SEM DNA)
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5.3 PCR E NESTED-PCR DAS AMOSTRAS FECAIS DE CAO E DE GATO
ANALISADAS

A técnica de PCR permitiu a amplificagcdo do fragmento esperado (1325
pares de base) de DNA de Cryptosporidium sp. para trés amostras fecais (3,3%) das
91 amostras analisadas de caes (TABELA 10). Das 25 amostras fecais de gato
analisadas foi detectado DNA em uma amostra (4%).

Ao realizar a Nested-PCR pés PCR, observou-se taxa de positividade de
13,2% nas 91 amostras fecais de cao e de 4% nas 25 amostras fecais de gato
(TABELA 11). Esta técnica amplificou o fragmento esperado (826 a 864 pares de
base) de DNA de Cryptosporidium sp.

A taxa de positividade das amostras fecais de céo, por regido, variou de
11,3% a 20% dependendo da regido em andlise (TABELA 12). O resultado da
analise estatistica indicou que néo ha diferencas entre as percentagens de 11,3; 20
e 15,8% respectivamente nos trés municipios analisados.

As técnicas moleculares mostraram ser mais sensiveis do que a coloragao
pelo método de Ziehl-Neelsen modificado. Das 48 amostras fecais de caes
negativas em lamina, trés (6,2%) foram positivas pela técnica de PCR e nove
(18,7%) pelo método de NPCR.

TABELA 10 - RESULTADO DA PESQUISA DE DNA DE Cryptosporidium sp. DAS AMOSTRAS DE
FEZES DE CAO E DE GATO PELA TECNICA DE PCR

ESPECIE ANIMAL ~ QUANTIDADE DE AMOSTRAS RESULTADO %

COLHIDAS E ANALISADAS POSITIVO
Céo 91 3 3,3
Gato 25 1 4
Total 116 4 3,4

TABELA 11 - RESULTADO DA PESQUISA DE DNA DE Cryptosporidium sp. DAS AMOSTRAS DE
FEZES DE CAO E DE GATO PELA TECNICA DE NESTED-PCR

ESPECIE ANIMAL QUANTIDADE DE AMOSTRAS  RESULTADO %

COLHIDAS E ANALISADAS POSITIVO
Cao 91 12 13,2
Gato 25 1 4

Total 116 13 11,2
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TABELA 12 - RESULTADO DA PESQUISA DE DNA DE Cryptosporidium sp. DE AMOSTRAS

DE FEZES DE CAO PELA TECNICA DE NESTED-PCR - ANALISE DA
TAXA DE PREVALENCIA POR REGIAO
REGIOES QUANTIDADE DE AMOSTRAS RESULTADO %
AVALIADAS COLHIDAS E ANALISADAS POSITIVO

Curitiba 62 7 11,3a
Sao José dos Pinhais 10 2 20,0a
Araucaria 19 3 15,8a
Total 91 12 13,2

Foi realizado teste de qui-quadrado com valores de p=0,7 considerados significativos

* letras iguais ndo diferem estatisticamente

As figuras 3 e 4 mostram as bandas obtidas para PCR e Nested-PCR com
pares de iniciadores XiaoF/XiaoR e Xiao1/Xiao2 respectivamente de amostras fecais

de cdo e de gato.
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FIGURA 3 - PRODUTOS AMPLIFICADOS POR PCR COM OS
INICIADORES XIAO F/XIAO R CONTENDO 1325 PARES
DE BASE DE Cryptosporidium sp. DE AMOSTRAS
FECAISDE CAO E DE GATO. M - MARCADOR DE
MASSA MOLECULAR PADRAO (1KB); CN: CONTROLE
NEGATIVO, 1 A 3 AMOSTRAS DE Cryptosporidium sp.
EM CAES; 4 - AMOSTRA DE Cryptosporidium sp. EM
GATO; CP: CONTROLE POSITIVO (CEPA
REFERENCIA DE C. parvum)

1018 pb M—
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FIGURA 4 - PRODUTOS AMPLIFICADOS POR NESTED-PCR COM OS
INICIADORES XIAO 1/XIAO 2 CONTENDO 826 A 864
PARES DE BASE DE Cryptosporidium sp. DE AMOSTRAS
FECAIS DE CAO E DE GATO. M: MARCADOR DE MASSA
MOLECULAR PADRAO (1KB); CN: CONTROLE
NEGATIVO; 1 A 12 AMOSTRAS DE Cryptosporidium  sp.
EM CAES; 13 - AMOSTRA DE Cryptosporidium sp. EM
GATO; CP: CONTROLE POSITIVO  (CEPA
REFERENCIA DE C. parvum)

5.4 TECNICA DE POLIMORFISMO DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO DE
RESTRICAO (RFLP)

Os resultados da digestdo dos produtos de Nested-PCR com as enzimas
Sspl e Asel sdo mostrados nas Figuras 5 e 6 respectivamente. A digestdo dos
fragmentos obtidos na Nested-PCR com a enzima de restricdo Sspl mostrou
diferencas no padrédo de corte. Em amostras de Cryptosporidium sp. de cao
verificou-se que ha quatro padrées de bandas. As amostras do parasito obtidas de
gato apresentaram dois fragmentos e o controle positivo (C. parvum) seis
fragmentos (FIGURA 5).

Ao cortar os amplicons com a enzima de restricdo Asel, verificou-se que o
padrao de restricao foi igual para todas as amostras de Cryptosporidium sp. de caes.
Para amostra do parasito obtida de gato e o controle positivo (Cryptosporidium
parvum) o padrao de restricao foi diferente (FIGURA 6).
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FIGURA 5 - DIFERENCIAGAO DE Cryptosporidium sp. DE CAES E DE GATOS

PELA TECNICA DE RFLP DO FRAGMENTO GENICO 18SSU rDNA. O
PRODUTO DE NESTED- PCR FOI DIGERIDO COM A ENZIMA DE
RESTRICAO Sspl. M - MARCADOR DE MASSA MOLECULAR
PADRAO (100 pb); CN: CONTROLE NEGATIVO; 1 a 12
AMOSTRAS DE Cryptosporidium sp. EM CAES: 1-34C; 2-35; 3-
2C; 4-14; 5-13; 6-18C; 7 -1B; 8 - 23C; 9 - 24C; 10 - 39C; 11-
46C; 12 - 48C; 13 - AMOSTRA DE Cryptosporidium sp. EM GATO:
FEL 12; CP: CONTROLE POSITIVO (CEPA
REFERENCIA DE C. parvum)
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FIGURA 6 - DIFERENCIACAO DE Cryptosporidium sp. DE CAES E DE GATOS
PELA TECNICA DE RFLP DO FRAGMENTO GENICO 18SSU
rDNA. O PRODUTO DE NESTED-PCR FOI DIGERIDO COM A
ENZIMA DE RESTRICAO  Asel. M- MARCADOR
DE MASSA MOLECULAR PADRAO (100 pb); CN: CONTROLE
NEGATIVO; 1 a 12 AMOSTRAS DE Cryptosporidium sp. EM
CAES: 1-34C; 2-35; 3 - 2C; 4 -14; 5 - 13;: 6 - 18C;
7 - 1B; 8-23C;9-24C;10-39C; 11 - 46C; 12 - 48C; 13 -

AMOSTRA DE Cryptosporidium  sp. EM GATO:
FEL 12; CP: CONTROLE POSITIVO (CEPA REFERENCIA
DE C. parvum)

A construgdo do dendrograma com os dados obtidos pela técnica de RFLP
mostrou trés grupos.

O primeiro grupo é formado por 10 isolados com 100% de similaridade e
dois se distanciam 20% do grupo maior.

O segundo grupo é formado pela cepa referéncia de C. parvum e dois
isolados do parasito de cées.

O terceiro grupo isola Cryptosporidium sp. de gato com apenas 60% de
similaridade (FIGURA 7).
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Relagdo fenética dos isolados de Crypiosparidium sp
Coeficiente de Jaccard
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FIGURA 7 - RELACAO EVOLUTIVA DOS ISOLADOS DE Cryptosporidium sp.  DE CAES E DE
GATOS, NO ESTADO DO PARANA CONSTRUIDO COM METODO DE GRUPO DE
PAR NAO PONDERADO COM MEDIA ARITMETICA (UPGMA) E INDICE DE
JACCARD. AS COMPARACOES FORAM REALIZADAS COM FRAGMENTOS
OBTIDOS POR RFLP DO GENE 18SSU rDNA. AMOSTRAS DE Cryptosporidium sp.
EM CAES: 34C, 35 2C, 14, 13,18, 1B, 23C, 24, 39, 46, 48; AMOSTRA DE
Cryptosporidium  sp. EM  GATO: FEL 12; CP: CONTROLE POSITIVO
(CEPA REFERENCIA DE C. parvum)

5.5 SEQUENCIAMENTO DOS ISOLADOS DE Cryptosporidium sp.DE CAES E DE
GATO

Todos os isolados de Cryptosporidium sp. de caes e de gatos foram
sequenciados, sendo 12 amostras de Cryptosporidium sp. de caes e uma de gato. A
analise genotipica de 10 isolados de Cryptosporidium sp. de caes mostraram ser
compativeis com C. canis e dois isolados foram diferentes (1B e 23C). O isolado de
gato revelou identidade genotipica compativel com C. felis. O controle positivo
confirmou ser C. parvum.

A construgcado filogenética (Neigbhor-dJoining) dos 12 isolados de

Cryptosporidium sp. de caes mostrou que 10 isolados agruparam-se no mesmo
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grupo com 100% de similaridade. As amostras 1B e 23C mostraram-se
geneticamente afastadas das demais (FIGURA 8) agrupando-se com C. parvum. A
amostra de Cryptosporidium sp. de gato mostrou ser uma espécie distinta. Ao
comparar esta sequéncia no blast ela apresentou 98% de similaridade com o C. felis
(n°® GenBank FJ707310.1).

O fenograma construido utilizando o Método de grupo de par n&o ponderado
com média aritmética (UPGMA) igualmente comprovou-se que dos 12 isolados 10
ficaram agrupados num unico grupo com 100% de similaridade. As amostras 1B e
23C agruparam-se com C. parvum (FIGURA 9). O isolado de gato permaneceu

como grupo independente.
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FIGURA 8 - RELACAO EVOLUTIVA DOS ISOLADOS DE Cryptosporidium sp. DE CAES E
DE GATOS, NO ESTADO DO PARANA BASEADO NA ANALISE DE
NEIGHBOR-JOINING DAS SEQUENCIAS DO GENE 18SSU rDNA.
AMOSTRAS DE Cryptosporidium sp. EM CAES: 34C, 35, 2C, 14, 13, 18C,
1B, 23C, 24C, 39C, 46C, 48C; AMOSTRA DE Cryptosporidium sp. EM
GATO: FEL 12; CP: CONTROLE POSITIVO (CEPA REFERENCIA DE C.
parvum); C. canis (GENBANK N° EU754833.1); C.felis (GENBANK N°
FJ707310.1); C. parvum CEPA BOVINO (GENBANK N° AF093490.1);
C. hominis (GENBANK N° GQ183505.1)



24C
18¢c
C canis GenbankEU754833.1
13
46C
=0l 39¢
48c
71} 34c
14C
L 35
L 2C
a9 FEL 12
— FJ707310.1
CP
23C
1 1B

74

100

93

a9 [ C parwm cepa bovino GenbankAF093490.1
54l C hominis GenbankGQ183505.1

0.3 0.2 01 0.0

FIGURA 9 - RELACAO EVOLUTIVA DOS ISOLADOS DE Cryptosporidium sp. DE CAES E
DE GATOS, NO ESTADO DO PARANA BASEADO NA ANALISE DO METODO
DE GRUPO DE PAR NAO PONDERADO COM MEDIA ARITMETICA
(UPGMA) DAS SEQUENCIAS DO GENE 18SSU rDNA. AMOSTRAS DE
Cryptosporidium sp. EM CAES: 34C, 35, 2C, 14, 13, 18C, 1B, 23C, 24C, 39C,
46C, 48C; AMOSTRA DE Cryptosporidium sp. EM  GATO: FEL 12; CP:
CONTROLE POSITIVO (CEPA REFERENCIA DE C. parvum); C. canis
(GENBANK  N° EU754833.1); C. felis (GENBANK N° FJ707310.1);
C. parvum CEPA BOVINO (GENBANK N°  AF093490.1);
C. hominis (GENBANK N° GQ183505.1)
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, o método parasitologico utilizado para a pesquisa de
oocistos foi a coloracao de Ziehl-Neelsen modificada, que € um método facil e rapido
para detectar os oocistos eliminados nas fezes. Com este método, os oocistos
coram-se em vermelho ou réseo, enquanto as outras estruturas fecais coram-se em
verde ou azul de acordo com o corante usado para contracorar (HUBER, 2007).
Todavia, nao foi detectada a presenca de oocistos nas 48 amostras fecais de cao e
em duas de gatos analisadas. O resultado negativo possivelmente se explica pela
quantidade de oocistos eliminados e também pela pouca amostragem para a
realizacao do esfregago. Segundo Pereira (2007), para detectar Cryptosporidium sp.
pela coloracdo de Ziehl-Neelsen sdo necessarios 50.000 a 500.000 oocistos por
grama de fezes. E como os animais n&o apresentavam sinais clinicos possivelmente
se oocistos estivessem sendo eliminados, a quantidade deveria ser pequena, ndo
sendo passivel de deteccdo. Segundo Huber et al. (2002), na técnica de esfregaco
de fezes é examinada uma quantidade reduzida de amostra fecal, e 0 exame de
apenas uma lamina corada seria insuficiente para detectar oocistos de
Cryptosporidium sp. Provavelmente esta metodologia pode ser util para animais
sintomaticos. Em animais aparentemente saudaveis que estdo eliminando poucos
oocistos nas fezes esta metodologia néo seria indicada e além do mais a excregao
de oocistos é intermitente em individuos sintomaticos e assintomaticos, o que
poderia justificar os resultados negativos do presente estudo.

Lallo e Bondan (2006) analisaram 450 amostras fecais de caes coradas pelo
método de Ziehl-Neelsen e observaram 40 caes positivos (8,8%) na Cidade de Sao
Paulo. Ederli et al. (2005) analisaram 100 amostras de fezes de cées na cidade de
Campos dos Goytacazes no Estado do Rio de Janeiro, através de esfregacos com o
sedimento apds centrifugagdo e coraram pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada,
detectando 40 amostras com oocistos de Cryptosporidium sp. (40%). Esta alta
ocorréncia poderia estar relacionada com a técnica de concentragdo por
centrifugacao usada pelos autores. No presente trabalho nao foi realizado o método
de concentracdo o que também pode ter contribuido para o resultado negativo.
Todavia, segundo Nieminski et al. (1995), a técnica de concentragdo por sacarose
tem a desvantagem de levar a perdas de mais de 50% do numero de oocistos.

Esses autores verificaram que ao reduzir o numero de etapas no procedimento
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houve diminuigdo de perdas de oocistos. Segundo Kuczynska e Shelton (1999),
outra desvantagem ao usar solugdo de sacarose, € 0 seu baixo peso especifico e
alta viscosidade, que diminuem a recuperacgao de oocistos.

A recuperagao de oocistos de Cryptosporidium sp. em fezes pode ter
também a interferéncia da densidade do oocisto, pois oocistos com baixa densidade
terdo recuperacao menor por técnicas de sedimentacdo enquanto os de alta
densidade serao menos eficientemente recuperados por técnicas de flutuagao.
Também a aderéncia dos oocistos em sdlidos fecais reduz o numero de oocistos
recuperados (MACHADO, 2006). E importante salientar que as substancias
utilizadas para a concentragdo de oocistos com densidades entre 1,050 e 1,300 s&o
empregadas para a flutuagao e clarificacdo das amostras (MACHADO, 2006).

Durante muito tempo foi considerado que a principal espécie que tem grande
potencial zoonético era C. parvum. Todavia qualquer oocisto detectado em fezes era
designado de C. parvum, pois os oocistos sdo muito parecidos morfometricamente.
Mais recentemente, pode-se diferenciar gendtipos dependendo do hospedeiro
encontrado, por exemplo C. parvum gendétipo canino, C. parvum gendtipo bovino, C.
parvum gendétipo humano. Com os avangos da pesquisa, estes gendtipos foram
considerados como espécies especificas C. canis, C. parvum e C. hominis
respectivamente (XIAO et al., 2004; FAYER, 2010).

Assim, além da técnica de Ziehl-Neelsen modificada, no presente trabalho
foram empregadas as técnicas moleculares para a pesquisa de DNA e identificagéo
da espécie do parasito. Nas diferentes etapas procurou-se trabalhar com
metodologias que tivessem o maximo de eficiéncia, como, por exemplo, para a
extracdo de DNA que foi realizada com Kit ChargeSwitch® (Invitrogen™). A técnica
demonstrou melhorar o desempenho e aumentar a sensibilidade da PCR (OSAKI,
2009), pois foi possivel detectar DNA de até cinco oocistos, quando aplicado a
técnica de PCR em controles positivos com concentragées de oocistos conhecidas.
Quando o DNA foi amplificado com PCR seguido de uma Nested-PCR foi possivel
detectar quantidades inferiores a cinco oocistos. O que se mostrava promissora para
o trabalho aqui realizado.

O gene utilizado para a realizagdo da PCR, NPCR, RFLP e sequenciamento
foi o0 18SSU rDNA. Este gene € o mais amplamente caracterizado e descrito em
espécies conhecidas de Cryptosporidium sp.. Varias sequéncias completas estao

disponiveis nos bancos de dados, assim como pelo seu uso difundido em
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genotipagem de Cryptosporidium sp. gragas a natureza de muitas cépias do gene e
da presenga de regides semiconservadas e hipervariaveis (COUPE et al., 2005;
XIAO, 2009). Ele apresenta uma regidao hipervariavel localizada entre os
nucleotideos 615 — 850 e trés regides polimérficas entre os nucleotideos 179 — 271
(COUPE et al., 2005) o que lhe confere maior sensibilidade e especificidade.

Quando foi realizada a técnica de PCR em etapa uUnica, das 91 amostras
fecais de cado foram detectados trés animais positivos (3,3%). Enquanto nas 25
amostras fecais de gato, uma amostra foi positiva (4%). Como a técnica tinha
sensibilidade para detectar DNA de até cinco oocistos por amostra possivelmente
nas amostras que foram amplificados fragmentos de 1375 pares de base havia
quantidade de oocisto superior. Em gatos duas pesquisas utilizaram a PCR simples
(gene 18SSU rDNA) e os mesmos iniciadores do presente trabalho. A primeira foi
realizada por Fayer et al. (2006), os quais estudaram 18 amostras fecais de gato de
abrigo nos Estados Unidos (EUA) e detectaram DNA de Cryptosporidium sp. em
todas amostras. A segunda pesquisa foi conduzida por Santin et al. (2006), que
detectaram prevaléncia de 13% em 46 amostras fecais de gatos de Bogota
(Colébmbia). Ha outros estudos em amostras fecais de gato em que foi utilizada a
técnica de PCR com iniciadores diferentes, apesar do gene ser o 18SSU rDNA. Um
destes estudos foi feito na Australia, McGlade et al. (2003) pesquisaram DNA de
Cryptosporidium sp. em amostras fecais de 40 gatos e detectaram taxa de
prevaléncia de 10%. Segundo Huber (2007), a deteccdo do DNA pela técnica de
PCR é considerada inviavel, devido a baixa quantidade de DNA ou inibidores
enzimaticos presentes na amostra fecal. Os inibidores de PCR presentes na amostra
de fezes sdo sais biliares, compostos fendlicos, proteinas e polissacarideos
(SCORZA et al., 2003). Todavia, no presente trabalho a técnica de PCR mostrou-se
melhor que 0 exame parasitoldgico principalmente para caes.

A técnica de Nested-PCR melhorou a sensibilidade de detecgao pois das 91
amostras fecais de cdo 12 (13,2%) foram positivas para Cryptosporidium sp.
enquanto das 25 amostras de gato uma foi positiva (4%). O uso do NPCR torna-se
importante quando é necessario detectar poucos organismos contidos numa
microflora diversa, como ocorre na extragdo de DNA a partir de material fecal
(HUBER, 2007). O encontro de DNA em amostras fecais indica que os animais

possuem baixa carga parasitaria. Pode ser pelo fato de que, na presente pesquisa,
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foi trabalhado com amostras aleatérias, e ndo animais jovens e com diarreia. Porém,
o objetivo deste trabalho era conhecer a taxa de prevaléncia na populagao.

Para melhor conhecer a(s) espécie(s) em causa usou-se num primeiro
tempo a técnica de RFLP utilizando-se os produtos da Nested-PCR e digeridos com
as enzimas de restricdo Sspl e Asel pois segundo Xiao et al. (1999a) esta
metodologia permitiria chegar a espécie. O que se observou foi que a enzima Asel
teve um mesmo padrao de corte para todas as amostras de Cryptosporidium sp. de
céo, corroborando com o estudo de Huber (2007), diferindo para a cepa isolada de
gato e a cepa referéncia de C. parvum. Ja a enzima Sspl mostrou diferengas nas
sequéncias para algumas amostras de Cryptosporidium sp. de cdo. Sugerindo que a
Asel para as amostras de Cryptosporidium sp.de cao conseguiu identificar a espécie
e nao gendotipo, enquanto a Sspl identificou genétipos e ndo espécie.

Ja para a amostra de Cryptosporidium sp. de gato o padrao de corte com a
Sspl corroborou com a pesquisa de Huber (2007), pois segundo o autor C. felis pode
ser seguramente diagnosticado com a digestdo pela enzima Sspl, possuindo esta
espécie padrao de corte que a diferencia das demais.

O dendrograma construido com os resultados obtidos pela técnica de RFLP,
mostrou que o isolado de Cryptosporidium sp. de gato é diferente de C. canis, C.
parvum e que tratava-se de uma espécie especifica. Quanto aos isolados de
Cryptosporidium sp. de cao observaram-se trés gendtipos do parasito, sendo que
das doze amostras analisadas dez agruparam-se num mesmo grupo e outras duas
ao grupo formado por C. parvum, porém com 50% de dissimilaridade.

Na literatura, ha relatos da existéncia de trés genétipos de C. canis, que sao
0s genotipos: canino, raposa e coiote. Trout et al. (2006) realizaram um estudo em
coiotes da regido nordeste da Pensilvania para determinar espécies e gendtipos de
Cryptosporidium sp., seis coiotes de 22 estudados foram positivos para
Cryptosporidium sp. sendo que em cinco foi detectado C. canis genétipo coiote. Em
outro estudo envolvendo coiotes no Canada, Thompson et al. (2009) detectaram
uma variante de C. canis da espécie canina. Zhou et al. (2004) detectaram em
raposas C. canis gendtipos canino e raposa.

Para melhorar a resolucdo das espécies encontradas nestes animais de
companhia partiu-se para o sequenciamento e andlise filogenética. As analises
filogenéticas do gene 18SSU rDNA usando as técnicas de Neighbor-Joining e de

UPGMA, para as sequéncias de Cryptosporidium sp. de cao e de gato, mostraram
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trés agrupamentos sendo que dez sequéncias de Cryptosporidium sp. de céao
agruparam-se com C. canis, duas sequéncias agruparam-se com C. parvum e a
sequéncia de Cryptosporidium sp. de gato agrupou-se com C. felis. Ao colocar a
sequéncia da amostra 1B de Cryptosporidium sp. isolado de cado no blast, verificou-
se similaridade genética de 99% com C. parvum genétipo bovino (GenBank n°
AF093490.1) e C. hominis (GenBank n° GQ183507.1) respectivamente. Ao passo
que o isolado 23C de Cryptosporidium sp. de cao apresentou 99% de similaridade
com C. parvum genotipo o bovino (GenBank n°® AF093490.1).

Ao analisar a arvore de Neighbor-Joining, observou-se que o isolado 1B de
Cryptosporidium sp. de cao ficou préximo geneticamente de C. parvum genétipo
bovino e C. hominis, no entanto tendo uma maior proximidade com C. hominis.
Enquanto a arvore de UPGMA mostrou que este isolado foi similar 99% com as duas
espécies, corroborando com o observado no blast. Provavelmente a regiao
analisada do isolado 1B de Cryptosporidium sp. de cao, foi utilizada a sequéncia
parcial de 630 pares de base, seja parecida com C. parvum gendétipo bovino e C.
hominis. Para confirmagao teria que alinhar o gene ribossomal inteiro de C. parvum
gendtipo bovino e de C. hominis com o isolado 1B de Cryptosporidium sp. de céo
para verificar regides que variem, assim determinar com qual espécie ou genétipo se
assemelha.

Ja ao analisar as arvores de Neighbor-Joining e de UPGMA para a isolado
23C de Cryptosporidium sp. de cao notou-se proximidade genética e similaridade
com C. parvum genétipo bovino.

Conforme Xiao et al. (2004) e Fayer (2010) experimentalmente C. parvum
gendtipo humano néo foi infectante para caes, gatos, ratos, camundongos e bovinos.
No entanto, foi infectante para bezerros em altas doses. Também houve relatos de
infeccao natural em bovino. Giangaspero et al. (2006), identificaram C. parvum em
sete de oito amostras de Cryptosporidium sp de caes, sendo que em uma amostra
foi encontrada C. canis. No presente trabalho é provavel que um dos isolados de
Cryptosporidium sp. de cao seja C. hominis, o que indicaria que o cao pode se
infectar com a espécie de Cryptosporidium sp. especifica do ser humano.

Estudos conduzidos por Palmer et al. (2008) revelaram que quatro de oito
amostras fecais de caes positivas para Cryptosporidium sp. e sequenciadas eram de
C. canis. Miller et al. (2003), realizaram o sequenciamento do gene actina de uma
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amostra de Cryptosporidium sp. de cédo de oito semanas de idade e detectaram C.
canis.

No presente trabalho tanto a arvore de Neighbor-Joining como a UPGMA
mostraram que o isolado de Cryptosporidium sp. de gato € uma espécie totalmente
diferente nao se agrupando com os isolados de Cryptosporidium sp. de cao nem
com C. parvum. O isolado de Cryptosporidium sp. de gato agrupou com o C. felis
guando comparada a sequéncia do GenBank n°® FJ707310.1, provando que de fato a
espécie da amostra de gato sequenciada €& C. felis. Todos os isolados de
Cryptosporidium sp. de gatos caracterizados tém mostrado diferencas de sequéncia
significativas comparadas com outros Cryptosporidium spp. € genoétipos conhecidos
(XIAO et al., 2004).

Pesquisas conduzidas por Palmer et al. (2008) revelaram que 18 de 26
isolados de Cryptosporidium sp. de gato sequenciados foram identificados como C.
felis. Fayer et al. (2006) realizaram o sequenciamento do gene 18SSU rDNA de
Cryptosporidium sp. de 18 amostras de Cryptosporidium sp. de gato e todas foram
identificadas como C. felis. Estudo conduzido por Santin et al. (2006), mostrou que
as analises de sequéncia de cinco de seis isolados de Cryptosporidium sp. de gatos
de Bogota eram C. felis e um era C. muris, sendo que este foi o primeiro relato de C.
muris em gatos.

O presente estudo revelou que os caes eliminam 83,33% de oocistos de C.
canis e 16,67% de C. parvum e os gatos eliminam oocistos de C. felis. Isso indica
que a maioria das espécies de Cryptosporidium sp. eliminadas sdo especificas do
hospedeiro. No entanto, espécie com grande potencial zoondético (C. parvum) e
espécie-especifica do ser humano (C. hominis) podem infectar o cao, isso mostra
que o ser humano pode transmitir a outras espécies animais C. hominis. O
lancamento de esgoto ndo tratado nos rios contamina a agua com oocistos de
Cryptosporidium sp., que pode conter espécies zoondticas e especificas de
Cryptosporidium sp. como C. hominis , assim os animais podem se tornar suscetivel
a se infectar com outras espécies de Cryptosporidium sp., pois a agua ingerida é a
mesma consumida pelo ser humano.

Estes achados também mostram que os animais de companhia representam
risco para a saude publica, assim como para transmissido e contaminagao ambiental
de Cryptosporidium sp., mesmo que a maioria das espécies de Cryptosporidium sp.

eliminadas sejam espécie-especificas do hospedeiro, ha relatos de infeccdo em
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seres humanos por C. canis e C. felis independente da imunidade (PEDRAZA-DIAZ
et al., 2001; ABE et al., 2002; FAYER et al., 2006; HUBER et al., 2007).
Cryptosporidium sp. ainda é pouco conhecido pelos clinicos de pequenos
animais e este trabalho podera permitir alertar os clinicos e que estes comecem a
incluir a criptosporidose na sua lista de diagndstico diferencial ao atender animais

com problemas gastrintestinais.
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7 CONCLUSAO

A técnica de ZIEHL-NEELSEN nao se mostrou uma boa metodologia para
pesquisa epidemioldgica de Cryptosporidium sp. em cées e em gatos,
especialmente para animais assintomaticos como os usados no presente trabalho.

O uso dos métodos moleculares possibilitou detectar a presenca de
Cryptosporidium sp. em amostras fecais de cdes e de gatos de Curitiba e regido
metropolitana.

A técnica de RFLP permitiu verificar que trés gendtipos do parasito circulam
em caes, indicando diversidade genética nos isolados de Cryptosporidium sp. nesta
espécie animal. Dez isolados de Cryptosporidium sp. de cao agruparam-se num
mesmo grupo, diferenciando-se em dois gendtipos e dois outros agruparam-se ao
grupo de C. parvum.

O isolado de Cryptosporidium sp. obtido em gato mostrou-se diferente dos
isolados de Cryptosporidium sp. de caes e da cepa referéncia de C. parvum.

Através do sequenciamento do gene 18SSU rDNA, foi possivel determinar
que Cryptosporidium sp. de caes eram 83,33% C. canis e 16,67% C. parvum e um
destes mostrou proximidade genética com C. hominis. Isso mostra que pode haver
infecgao natural por C. hominis em caes e que pode haver infecgdo cruzada entre
caes/homem. Nossos resultados corroboram com as informacdes que espécies
consideradas especificas para um hospedeiro podem acometer outras, o que leva a
acreditar que nao existe especificidade de hospedeiros. Ja a espécie detectada em

gatos foi espécie especifica, ou seja, C. felis.
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