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RESUMO

Goncalves, EMN. Incidéncia de enteroparasitas com caracterizagdo molecular
de Cryptosporidium spp. em diferentes comunidades brasileiras. [Tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2007. 183p.

O estudo foi desenvolvido com o intuito de detectar e caracterizar
Cryptosporidium spp. em pacientes de diferentes comunidades brasileiras,
atendidos no HC-FMUSP. A amostra utilizada foi de 2.410 amostras fecais,
provenientes de exames realizados na Divisdo de Laboratorio Central do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(DLC-HCFMUSP), no periodo de 2000 a 2006. A maioria das amostras
(96,82%) era oriunda do Estado de S&o Paulo (DIR 1 a DIR 24), sendo que
56,18% eram do Municipio de Sao Paulo (DIR 1). Foi avaliada, também, sua
relacdo com outros enteroparasitos, com dados clinicos e localizacdo
geografica. Todas as amostras fecais foram submetidas a métodos de
concentracdo para pesquisa de enteroparasitos, com resultado positivo de 4,6
% e 27,8 % para helmintos e protozoarios, respectivamente. Oocistos de
Cryptosporidium spp. foram detectados, por microscopia Optica apos coloracéo
pelo método de Kinyoun em 233 amostras fecais (9,7%), semi quantificados e
medidos. A maioria das amostras apresentava pequena quantidade de oocistos.
Nos isolados biologicos obtidos foi feito a extracdo do DNA gendémico utilizando
223 amostras fecais preservadas a 20°C negativos, incubadas com solucéo de
lise (Tris-HCI + EDTA + SDS 10% +  mercaptoetanol + PVP) e proteinase K
seguida de extracdo com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) em tubo
Phase Lock Gel light . A amplificacdo do DNA alvo foi feita com PCR dupla,
tendo como marcador genético o gene 18 SSUrRNA. Os produtos da
amplificacdo (amplicons) da PCR — Dupla foram digeridos pelas enzimas de

restricdo: Tagl e Asel. A PCR dupla confirmou Cryptosporidium em 37,2 %
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(83/223) das amostras fecais analisadas, com sua caracterizacdo em 62,7 %
(52/83) apdés a digestdo de seus produtos. Foram observados perfis
caracteristicos de C. hominis (88,5%), C. parvum (3,8%), Cryptosporidium nao
parvum nao hominis (34,9%) e infec¢cdes mistas com C. hominis (27,2 %). Os
nao caracterizados foram considerados Cryptosporidium spp. Cryptosporidium
Spp. apresentou associacdes significativas com todos os grupos de riscos
avaliados e diarréia. Foi observada correlagdo estatisticamente significativa
entre tamanho dos oocistos detectados na microscopia e 0s genotipos
Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium ndo hominis ndo parvum. Conclui-
se que diferentes genotipos de Cryptosporidium circulam em uma mesma
regido geografica, infectando individuos tanto imunocompetentes como
imunodeprimidos. A maior frequiéncia de Cryptosporidium hominis indica a rota
fecal oral como a mais importante na transmissédo desta infeccdo. Métodos
moleculares de genotipagem sdo essenciais para estudos epidemiologicos

deste organismo.

Descritores: 1.Cryptosporidium/classificacdo; 2.Doencas parasitarias; 3.Reacéo

em cadeia da polimerase; 4.Epidemiologia molecular.
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SUMMARY

Gongalves EMN. Incidence of enteroparasites with molecular characterization of
Cryptosporidium spp. in different Brazilian communities. [Thesis]. Sdo Paulo,

Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo; 2007. 183p.

The study was developed with the purpose to detect and characterize
Cryptosporidium spp. in patients of different Brazilian communities attended at
the HC-FMSUP. Fecal samples from 2,410 individuals were arise from the
Central Laboratory Division of the University of Sdo Paulo Medical School
Hospital (DLC-HC-FMUSP) searching for enteroparasites, in the period from
2000 to 2006. Most samples (96.82%) were from Sao Paulo state (DIR 1 to DIR
4) of which 58.18% were from S&o Paulo city (DIR 1). Their relationship with
other enteroparasites, clinical data and geographical localization was also
assessed. In the search for enteroparasites, all fecal samples were submitted to
concentration methods with a 4.6% and 27.8% positive result for helminths and
protozoans, respectively. Cryptosporidium spp. oocysts were detected, semi-
guantified and measured in 233 fecal samples (9.7%), using light microscopy
after staining by Kinyoun’s method. Most samples presented few oocysts. In the
biologic isolates genomic DNA extraction was performed using 223 fecal
samples stored at -20°C, incubated with lysing solution (Tris-HCI + EDTA + 10%

SDS + p mercaptoethanol + PVP) and proteinase K followed by extraction with
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phenol-chloroform-isoamylic alcohol in a Phase Lock Gel Light tube.
Amplification of target DNA was performed with double PCR, with 18 SSUrRNA
gene as genetic marker. The double PCR amplification products (amplicons)
were digested by Tagl and Asel restriction enzymes. Double PCR confirmed
Cryptosporidium in 37.2% (83/223) of the analyzed fecal samples with
characterization in 62.7% (52/83) after digestion of its products. Characteristic
profiles of C. hominis (88.5%). C. parvum (3.8%), Cryptosporidium non-parvum
non-hominis (34.9%) and mixed infection with C. hominis (27.2%) were
observed. Those not characterized were considered to be Cryptosporidium spp.
Cryptopsoridium hominis presented significant associations with all evaluated
risk groups and diarrhea. A statistically significant correlation between size of
the oocysts detected by microscopy and the Cryptosporidium hominis and
Cryptosporidium non-hominis non-parvum genotypes was observed. It is
concluded that different Cryptosporidium genotypes circulate in the same
geographical region, infecting both immunocompetent and immunodepressed
individuals. The higher frequency of Cryptosporidium hominis indicates the
fecal-oral pathway as the most important in the transmission of this infection.
Molecular genotyping methods are essential for epidemiological studies on this

parasite.

Descriptors: 1.Cryptosporidium/classification; 2.Parasitic disease; 3.Polymerase

chain reaction; 4.Molecular epidemiology.
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INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO 2

1. INTRODUCAO

Enteroparasitoses

As enteroparasitoses sao infec¢bes parasitarias com distribuicdo
mundial, mas predominando em paises em desenvolvimento. Representam
ainda grande agravo a saude publica, causando problemas econémicos e
sociais (World Health Organization, 1981; Colley, 2000; Brasil, Ministério da
Saude, 2005a). Contribuem para o baixo rendimento escolar em criancas e
podem provocar baixo desenvolvimento cognitivo (Berkman et al, 2002;
Niehaus et al, 2002), produtividade inadequada em adultos com reducao da
capacidade de trabalho, além de gastos com assisténcia médica (Fundacéo
Nacional de Saude, 2000; Awasthi et al, 2003). As manifestacfes clinicas
séo variadas, podendo apresentar diarréia, dores abdominais, perda protéica
intestinal, desnutricdo e anemia, além de aumentar a suscetibilidade a outras
infeccbes (Muniz-Junqueira e Queiroz, 2002; Muniz et al, 2002; Stephenson,
1994; Sawaya et al, 1990; Pedrazzani et al, 1988).

A gravidade da sintomatologia das infeccGes parasitarias € decorrente
do desequilibrio entre parasito — hospedeiro — ambiente (Brasil, Ministério da
Saude, 2005a). Quanto ao parasito devem ser considerados: a espécie
envolvida, sua patogenia, a intensidade da infeccdo, as associacdes
parasitarias, sua localizacdo, rota de transmissdo e sensibilidade ao

tratamento. Os fatores pertinentes ao hospedeiro, como grau de nutrigcéo,
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idade, habitos de higiene, atividade econbémica, condicdo socia cultural,
presenca de doenca basica concomitante e resisténcia imunoldgica, também
sao significativos na determinagcao da patogenia. Finalmente em relagédo ao
meio ambiente, os fatores importantes sdo: condi¢cdes climaticas,
saneamento basico, fornecimento de agua, processo migratorio, densidade
populacional, fontes de contaminacao e controle de vetores e reservatérios
(Monteiro et al, 1986; Gross et al, 1989; Savioli et al, 1992; Ferreira MU et al,
2000; Colley, 2000; Teixeira e Heller, 2006; Brooker et al, 2006).

Os helmintos apresentam grande diversidade em estrutura, fisiologia e
comportamento, consequéncia de suas multiplas adaptacdes ao hospedeiro.
As helmintiases humanas mais comuns séo as causadas por geohelmintos:
Ascaris lumbricoides, Ancilostomideos (Necator americanus e Ancylostoma
duodenale) e Trichuris trichiura. (Awasthi et al, 2003; Bundy et al, 2000;
Pedrazzani et al, 1988).

Protozoarios intestinais tém distribuicAo cosmopolita e dentre os
patogénicos mais importantes estdo Entamoeba histolytica/ dispar e Giardia
lamblia (ou G. duodenalis ou G. intestinalis) (Melo et al, 2004; Brasil,
Ministério da Saude, 2005a; Savioli et al, 2006). Entamoeba dispar,
morfologicamente idéntica a Entamoeba histolytica, ndo € invasiva e
apresenta baixa viruléncia. A caracterizacdo destas duas espécies sO é
realizada por métodos imunoenzimaticos ou moleculares (Calderaro et al,
2006).

A presenca de protozoarios comensais indica a exposicdo do

hospedeiro a fontes de infeccéo (Melo et al, 2004; Graczyk et al, 2005).
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No Brasil, os trabalhos realizados durante as duas Ultimas décadas
(Anexo A), ndo obstante a relevancia epidemiologica, demonstram
heterogeneidade nos métodos de coleta, conservagdo e analise das
amostras fecais, assim como a selecdo de amostragem da populagéo
estudada, normalmente constituida de usuarios de servicos de saulde,
alunos de escolas publicas e comunidades carentes. Esta heterogeneidade
dificulta a comparacdo destes estudos, com frequéncia das
enteroparasitoses bastante variaveis, mas mostra que este € um problema
inerente aos individuos econdémica e culturalmente menos favorecidos
(Wainstein e Petrillo, 1987; Monteiro et al, 1988; Gross et al, 1989; Moura et
al, 1989; Ferreira CS et al, 1991; 1994; Guerra et al, 1991; Torres et al,
1991; Ferrari et al, 1992; Gioia, 1992; Lomazi et al, 1993; Santana et al,
1994; Costa-Cruz et al, 1995; Kobayashi et al, 1995; Dorea et al, 1996;
Costa-Macedo e Rey, 1997; 2000; Ferreira e Marcal Junior, 1997; Rezende
et al, 1977; da Costa-Macedo et al, 1998; Ferreira MR et al, 1998; Machado
e Costa-Cruz, 1998; Miranda et al, 1998; 1999; Cimerman et al, 1999b;
2002; Ludwig et al, 1999; Machado RC et al, 1999; Tavares-Dias e Grandini,
1999; Tsuyuoka et al, 1999; Ferreira MU et al, 2000; Feitosa et al, 2001,
Giraldi et al, 2001; Machado RLD et al, 2001; Prado et al, 2001; Uchoa et al,
2001; Capuano et al, 2002; Carneiro et al, 2002; Gomes et al, 2002;
Goncalves et al, 2002; 2003; 2005b; Alves JR et al, 2003; Brito et al, 2003;
Ferreira P et al, 2003; Morrone et al, 2004; Zani et al, 2004; Araujo e

Fernandez, 2005; Gurgel et al, 2005; Marques et al, 2005; Nascimento e
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Moitinho, 2005; Nolla et al, 2005; Quadros et al, 2004; Tashima e Simoes,
2004; Silva CV et al, 2005; Brooker et al, 2006).

O aparecimento da AIDS, a utilizacdo de drogas imunossupressoras, 0
processo de globalizacdo e a busca de técnicas especificas para diagnostico
mostraram o0 ressurgimento de doencas infecciosas consideradas
erradicadas e o aparecimento de outras até entdo desconhecidas (Ferreira e
Borges, 2002; Wilson, 2005).

Parasitos intestinais causadores de diarréia autolimitada em pacientes
imunocompetentes, quando infectam individuos imunodeprimidos, podem
provocar infecgbes parasitarias com sintomatologia mais severa, como
diarréia profusa (Moura et al, 1989; Feitosa et al, 2001; Botero et al, 2003;
Brantley et al, 2003).

Deste modo, infeccbes causadas por protozoarios emergentes e
oportunistas, tais como: Microsporidio, Blastocystis hominis, Cyclospora
cayetanensis, Isospora belli e Cryptosporidium spp.; tem despertado o
interesse dos profissionais e gestores de salude, devido a morbidade que
causa e mesmo mortalidade (Curry e Smith, 1988; Goodgame, 1996;
Ferreira e Borges, 2002; WHO, 2002; Ribes et al, 2004; Goncalves et al,

2005a; 2006a; 2006b).

Cryptosporidium spp.

Taxonomia
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Cryptosporidium spp. é um protozodrio parasito intracelular obrigatério,
extracitoplasmatico, pertencente ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida,
subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriina e familia
Cryptosporidiidae (Casemore et al, 1985; Current e Garcia, 1991; Tzipori e

Ward, 2002; Sunnotel et al, 2006a).

Anadlises filogenéticas utilizando sequéncias génicas da subunidade
ribossomal do RNA (SSUrRNA) e  — tubulina (Carreno et al, 1999; Leander
et al, 2003), e a existéncia de fases de desenvolvimento extracelular “in vitro”
(Hijjawi et al, 2004; Rosales et al, 2005), indicam que o género
Cryptosporidium apresenta maior afinidade com gregarinas do que com
coccideos. Gregarinas sao parasitos de invertebrados aquaticos e reacoes
cruzadas com anticorpos anti-Cryptosporidium e gregarinas podem ocorrer.
Cryptosporidium spp. difere de outros coccideos pelo seu pequeno tamanho,
seu confinamento na regido apical das células hospedeiras, formacédo de
oocistos de parede fina e grossa, e sua insensibilidade a agentes anti-
coccideos (Zhu et al, 2000).

O género Cryptosporidium consiste de diferentes espécies e genotipos
gue infectam diversos hospedeiros, que, anteriormente, quando isolados de
humanos eram identificados como Cryptosporidium parvum (Egyed et al,
2003; Joachim, 2004).

Foram relatadas mais de 20 espécies de Cryptosporidium com base
em: diferencas morfolégicas, especificidade de hospedeiro, sitios de

localizacdo, comportamento e distribuicdo geografica (Spano et al, 1997;
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Fayer et al, 2000; Dillingham et al, 2002; Egyed et al, 2003; Xiao et al, 2002;
2004a), ja que apenas critérios morfolégicos s&o inconclusivos para
diferenciacao de espécies (Fall et al, 2003; Slapeta, 2006).

A determinacdo da posicdo taxonbmica de varias espécies de
Cryptosporidium ainda surpreende pela continua expansdo da complexidade
deste género, o que se tornou mais confiavel apds a inclusao de ferramentas
moleculares, segundo alguns pesquisadores (Pedraza-Diaz et al, 2001,
Egyed et al, 2003; Thompson et al, 2005).

Mesmo assim, devido as diferencas relativamente pequenas entre as
sequéncias de isolados de Cryptosporidium de diversos hospedeiros, as
vezes, associado a auséncia de dados biolégicos, alguns pesquisadores o
denominam como complexo C. parvum (Widmer et al, 2002; 2004).

Assim sendo, para identificacdo ou denominacdo de nova espécie, é
recomendavel: obter medidas morfologicas de oocistos e micrografias
através de microscopio otico comum (método morfoldgico); descrever ciclo
de vida incluindo estagios enddgenos e estudos de transmissao cruzada, se
possivel documentar com microscopia eletrénica (método bioldgico);
submeter a seqUéncia génica a bancos de dados reconhecidos
internacionalmente, e, se pertinente, enviar seus isolados a outros
pesquisadores para avaliacao paralela (método genético) (Xiao et al, 2000;

2004a; Morgan-Ryan et al, 2002; Bowman, 2005).
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Tabela 1: Nomenclatura taxon6mica de espécies vélidas de
Cryptosporidium. Adaptado de Xiao et al, 2004a; Fayer et al, 2000.

Espécie . Isolado em casos
Hospedeiro humanos Medida
(%)
C. andersoni** Gado bovino N&o 6,0-8,1X 5,0-6,5
C. baileyi Frango Ocasionalmente 5,6-6,3 X 4,5-4,8
C. canis Céo Ocasionalmente 3,7-5,9 X 3,7-5,9
C. felis Gato Ocasionalmente 3,2-5,1 X 3,0-4,0
C. galli**** Péssaro Nao 8,0-8,5 X6,2-6,4
C. hominis*** Homem FreqUente 4,5-5,4X4,4-5,9
C. meleagridis Peru Ocasionalmente 4,5-6,0 X4,2-5,3
C. molnari Peixe marinho N&o 3,3-5,5 X 3,0-5,0
C. muris Camundongo  Ocasionalmente 6,6-7,9 X 5,3-6,5
C. parvum (“cryptic .
species”)* Mamiferos N&o 4,5-5,4 X 4,2-5,0
C. suis (C. genotipo Porcos
pig)***** Ocasionalmente 4,9-4,4 X4,0-4,3
C. bovig****=** Gado bovino Nao 48-54X4,2-4,8
C. parvum Gado bovino
(C. pestig)**rrt¥* Frequente 45-54X4,2-50
C. saurophilum Lagartos N&o 4,4-5,6 X 4,2-5,2
C. serpentis Cobras Nao 5,6-6,6 X 4,8-5,6
C. wrairi Porco da india N&o 4,8-5,6 X4,0-5,0

*Complexo C. parvum inclui subespécies que infectam cangurus, furbes, coelhos,
cavalos e macacos (Slapeta, 2006; Coupe et al, 2005; Widmer et al, 2002)
**Classificado como nova espécie (Lindsay et al, 2000)

***Classificado como nova espécie, anteriormente denominado C. parvum genaétipo
humano (Morgan-Ryan et al, 2002)

****+Classificado como nova espécie (Ryan et al, 2003)

r+xClassificado como nova espécie, anteriormente denominado C. parvum
genatipo pig (Ryan et al, 2004)

rekxxClassificado como nova espécie, anteriormente denominado C. parvum
genatipo bovino B (Fayer et al, 2005)

rxxkxkClassificado como nova espécie, anteriormente denominado C. parvum
genatipo bovino (Slapeta, 2006).

Atualmente as espécies consideradas validas sédo: C. andersoni, C.
baileyi, C. canis, C. felis, C. galli, C. hominis, C. meleagridis, C. molnari, C.
muris, C. parvum, C. wrairi, C. saurophilum e C. serpentis (Tabela 1) (Fayer
et al, 2000; Xiao et al, 2004a). Destas, oito sdo reconhecidas por diversos

pesquisadores como causadoras de criptosporidiose humana: C. parvum (C.

parvum genaétipo bovino ou gendétipo 2 ou gendtipo C ou tipo Il ou C. pestis)
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e C. hominis (C. parvum gendtipo humano ou genétipo 1 ou gendtipo H ou
tipo 1) s@o responsaveis pela maioria das infecgcdes humanas; C. felis, C.
meleagridis e C. canis (C. tipo dog) sdo relatados em pacientes
imunocompetentes; e C. muris, C. baileyi, C. felis, C. meleagridis, C. canis,
C. suis (C. gendétipo pig) estdo relacionados com criptosporidiose em
pacientes imunossuprimidos (Fayer et al, 2000; Katsumata et al, 2000;
Pedraza-Diaz et al, 2001; Xiao et al, 2001; 2004a.; Ramirez et al, 2004;
Caccio et al, 2005a; b; Thompson et al, 2005; Smith et al, 2006; Sunnotel et

al, 2006a).

Historico

Este parasito foi descrito primeiramente por Tyzzer em glandulas
gastricas (1907) e intestino (1912) de camundongos, que 0os denominou de
C. muris e C. parvum, respectivamente (Fayer et al, 2000; Ferreira e Borges,
2002; Hunter et al, 2002; Dillingham et al, 2002; Xiao et al, 2004a).

Em 1971, C. parvum teve importancia reconhecida como agente
etiolégico de diarréias em bezerros provocando grande perda econdmica
(Casemore et al, 1985; Egyed et al, 2003).

Os dois primeiros casos humanos de criptosporidiose foram relatados
em 1976. O primeiro caso foi de uma menina de trés anos de idade

apresentando gastrenterite severa por duas semanas (Nime et al, 1976),
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enquanto que o segundo caso ocorreu dois meses depois, em um individuo
imunossuprimido por terapia (Meisel et al, 1976).

Até 1982, Cryptosporidium foi relacionado a 11 casos esporadicos de
gastrenterites autolimitadas, em pacientes imunocompetentes (Fayer et al,
1986; 2000; Dillingham et al, 2002).

A partir de 1982 assume importancia relevante, por causar doencas
graves em pacientes imunodeprimidos e/ou imunossuprimidos (Dillingham et
al, 2002; Chalmers et al, 2004; Joachim; 2004; Thompson et al, 2005;
Sunnotel, 2006a), sendo que até 1983 existiam cerca de 60 publicacbes e 56
comunicados adicionais ao CDC (Moura e Oliveira, 1985).

Em 1988, a USEPA, agéncia norte americana de protecdo ambiental,
inclui controle de Cryptosporidium em agua potavel, apds a ocorréncia do
primeiro surto de criptosporidiose em 1985, no Texas (Hachich, 2002).

Em 1993, a ocorréncia do surto de Milwaukee, Wiscosin, acometendo
403.000 pessoas, com 4.000 hospitalizagcbes e cerca de 100 mortes,
evidenciou que Cryptosporidium spp. € uma das causas relevantes de
surtos, relacionados a distribuicdo de agua, além de ser de dificil controle. O
custo associado foi de $31,7 milhdes em medicamentos e de $64,6 milhdes

em perda de produtividade (Corso et al, 2003; Hlavsa et al, 2005).

Morfologia e sobrevivéncia dos oocistos

Oocistos sao esféricos ou ovalados € medem de 4 a 6 ym de diametro

(Figura 1). Apresentam quatro esporozoitos e um corpo residual composto
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por varios granulos (Fayer e Ungar, 1986; Fall et al, 2003). Estudos
ultraestruturais mostram que estagios enddgenos de Cryptosporidium spp.
possuem uma organela de adesao (Fayer e Ungar, 1986; Goodgame, 1996;
Smith et al, 2005). A parede dos oocistos € lisa, com espessura média de 50
nm, composta por duas camadas eletrodensas, constituidas por
glicoproteinas, separadas por uma camada glicolipidica/lipoproteica
intermediéaria (Fayer e Ungar, 1986; Fall et al, 2003). Apresenta uma sutura
linear disposta no terco ou metade distal da parede, por onde elimina os
esporozoitos durante o processo de excistacao (Dillingham et al, 2002; Smith
et al, 2005). A digestédo prévia de sua parede com proteinase K se mostra
mais eficiente que a realizada por tripsina e pepsina, proporcionando melhor
lise quando utilizado fenol-cloroférmio (Fayer e Ungar, 1986). Oocistos
podem permanecer viaveis por varios meses no ambiente, demonstrado por
estudo onde oocistos de bezerro incubados sob condicbes ambientais
controladas e avaliados por cinco diferentes ensaios resultaram infectivos
pelo periodo de sete meses (Dillingham et al, 2002; Ortega e Liao, 2006). A
temperatura afeta sua infectividade que é inativada pelo rapido decréscimo
ou aumento de temperatura (Ortega & Liao, 2006). Oocistos sao resistentes
as técnicas antissépticas comuns, mas sensiveis a solucdo de aménia 5 a

10% e formaldeido 10% (Carey et al, 2004; Fayer e Ungar, 1986).
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Figura 1. Micrografia de oocistos de'Cryptosporidium spp. 1 - Oocisto de
parede fina. 2 - Oocisto de parede grossa (Fayer e Ungar, 1986)

Localizacao

Cryptosporidium spp. infecta a regido apical das células epiteliais do
trato gastrointestinal e respiratério de varios hospedeiros vertebrados,
incluindo humanos. Sua localizacao € intracelular, extracitoplasmatica,
dentro de um vacuolo parasitéforo aderido a membrana apical da célula
(Casemore et al, 1985; Fayer et al, 2000; Current e Garcia, 1991; Zhu et al,

2000; Hashim et al, 2006; Xiao et al, 2000; 2004a) (Figura 2).

Figura 2: Micrografia de bidépsia mostrando infecgéo epitelial (1) e diferentes
estagios de desenvolvimento de Cryptosporidium spp. (2) (Casemore et al,
1985; Current e Garcia, 1991).

Um modelo utilizando porcos sustenta a hip6tese de que um fator

especifico de aderéncia lecitina esporozoita foi identificado como agente de
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ligagdo a superficie das células intestinais (Goodgame, 1996). Apds a
aderéncia do esporozoito, ha a hipétese de que as células da mucosa
epitelial liberam citocinas que ativam fagocitos. Essas células ativadas
liberam fatores solUveis que aumentam a secrecdo intestinal de agua e
cloretos e inibem a absorcdo. Esses fatores sollveis incluem histamina,
serotonina, adenosina, prostraglandina e fatores ativadores de plaquetas,
gue atuam sobre os nervos entéricos e as prOprias células epiteliais.
Consequientemente, as células morrem por resultado direto da invaséao,
multiplicacéo e extrusdo do parasito, ou se danificam devido a inflamacéo,
causando distorcdo das Vvilosidades, ma absorcdo de nutrientes,
desidratacdo e desequilibrio eletrolitico (Fayer e Ungar, 1986; Hunter e

Nichols, 2002; Smith et al, 2005; Hashim et al, 2006).

Ciclo de Vida

Oocistos, formas infectantes do Cryptosporidium spp., sao
responsaveis pela infeccdo de hospedeiros vertebrados, quando ingeridos
ou mesmo inalados. No intestino delgado (ileo), a excistacdo €
desencadeada pela acdo de enzimas proteoliticas e sais biliares, ocorrendo
liberacdo de quatro esporozoitos, que invadem as células epiteliais
intestinais na superficie luminar. Ocorrem ciclos assexuados (merogonia ou
esquizogonia) com producao de merontes tipo | (quatro divisbes nucleares) e

tipo Il (duas divisbes nucleares), com produgdo de 8 ou 4 merozoitos,
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respectivamente. Merozoitos derivados de merontes tipo Il invadem novas
células e se diferenciam em micro e macrogametocitos (esporogonia ou
gametogonia). Os microgametas, moveis e aflagelados, rompem a célula
hospedeira e invadem uma célula contendo macrogameta, que se fertilizam
formando o zigoto. Esse zigoto se reveste de parede formando dois tipos de
oocistos: um de parede fina (20%) e outro de parede grossa (80%), ambos
infectantes e com quatro esporozoitos livres. Oocistos de parede fina
apresentam falhas na constituicdo da parede resistente, e sdo responsaveis
pela auto-infeccdo, com liberacdo de esporozoitos ainda no intestino que
infectam novas células. Os oocistos de parede grossa, envoltos por parede
dupla, que Ihes confere maior resisténcia, sdo eliminados com as fezes para
0 meio ambiente, infectando novos hospedeiros (Casemore et al, 1985;
Dillingham et al, 2002; Joachim, 2004; Sunnotel et al, 2006a).

O ciclo de vida de Cryptosporidium spp. é rapido (Figura 3). Cada
geracao desenvolve e amadurece dentro de 12 a 14 horas. Devido a essa
rapidez e aos ciclos autoinfectivos, mesmo com baixo nimero de oocistos
ingeridos, o numero de parasitas colonizando o trato intestinal é elevado,
provocando morte celular e estimulo do sistema imune, responsaveis pelos
sintomas observados durante a infeccdo (Casemore et al, 1985; Dillingham
et al, 2002; Carey et al, 2004; Thompson et al, 2005; Sunnotel et al, 2006a).
Embora a infeccdo normalmente se restrinja ao trato digestivo, em individuos
imunossuprimidos ela pode ser estendida ao estébmago, ductos biliar e
pancreatico além do trato respiratério (Palmieri et al, 2005; Clemente et al,

2000).
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Transmissao

Os oocistos de Cryptosporidium spp. eliminados pelos hospedeiros
infectados permanecem viaveis por longo periodo no meio ambiente e mais
de 10% s&o eliminados por infeccdo (Spano et al, 1997; Tzipori e Ward:;
2002; Dillingham et al, 2002; Ramirez e Sreevatsan, 2006). Apresenta uma
grande implicacdo em salude publica porque muitos casos sao
assintomaticos, nao existe tratamento efetivo, e a criptosporidiose pode ser
fatal em individuos imunocomprometidos (Katsumata et al, 2000; Dillingham
et al, 2002; Joachim, 2004; Thompson et al, 2005).

A disseminacdo destes oocistos € determinada por cinco fatores
importantes: seu pequeno tamanho; sua resisténcia aos desinfetantes
comuns; seu estagio infectivo quando eliminado; sua baixa dose de infeccao;
e seu potencial zoonotico, exceto C. hominis. O risco de infeccdo depende
do namero (inéculo) e da viruléncia ou infectividade de oocistos ingeridos,
assim como da suscetibilidade do hospedeiro. (Kosek et al, 2001; Dillingham
et al, 2002; Tzipori e Ward, 2002; Carey et al, 2004; Xiao et al, 20044a;
Caccio et al, 2005b; Sunnotel et al, 2006a).

A quantidade real de oocistos necessaria para estabelecer a
criptosporidiose humana, ndo é conhecida; como pode ocorrer autoinfeccao,
a ingestdo de poucos oocistos, pode levar a infeccdo persistente,
particularmente em imunodeprimidos. A dose média de infeccéo (ID 50) é de
132 oocistos para pessoas sadias sem evidéncia soroldgica de infeccao

prévia. Em surtos, esta dose pode ser menor, como ocorrido em Milwaukee
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quando individuos desenvolveram a doenga com a ingestdo de apenas um
oocisto (Tzipori e Ward, 2002; Carey et al, 2004; Thompson et al, 2005;

Smith et al, 2006).
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Figura 3: Ciclo de vida de Cryptosporidium spp. Adaptado de Dillingham et
al, 2002.
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A viabilidade do oocisto pode ser estimada por coloracdes vitais ou
excistagao, cultura celular ou transmisséo cruzada (Dillingham et al, 2002;
Carey et al, 2004; Xiao et al, 2004a; Smith et al, 2005; Hashim et al, 2006).
Dentre as coloragbes vitais, DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindone) / PI
(propidium iodide) sdo as mais utilizadas para monitoramento e fornecem
boa correlagcédo com a excistacao ‘in vitro’. Oocistos sio classificados em:
vidveis (permeével ao DAPI e impermeavel ao Pl), invidveis (permeavel ao
DAPI e ao PI), e latentes (impermeavel ao DAPI e ao PIl) (WHO, 2002).
Tanto a cultura celular como a transmisséo cruzada € utilizada para controle
de desinfeccado, principalmente em amostras ambientais (Johnson et al,
1995; WHO, 2002; Health Canada, 2004; Sunnotel et al, 2006a).

A suscetibilidade do hospedeiro varia com a idade, estado imunoldgico,
exposicdo prévia ao parasito e outros fatores genéticos ou ambientais
(Newman et al, 1999; 1994; 1993; Dillingham et al, 2002; Joachim, 2004;
Xiao et al, 2004a; Caccio et al, 2005b; Sunnotel et al, 2006a; Roy et al,
2004).

Sao considerados fatores de risco: viagens para paises endémicos,
contato com animais ou individuos infectados; contato com individuos com
diarréia; criancas menores de cinco anos e frequentadoras de creche ou
menores de dois anos residentes em locais sem saneamento adequado ou
ainda criancas desnutridas; frequentar piscinas publicas; individuos com
resposta imune celular e/ou humoral deficientes, tais como: infectadas com
HIV, ou imunossuprimidos por hipo ou agamaglobulinemia, sindrome de

hiperimunoglobulinemia M, com deficiéncia seletiva de IgA, deficiéncia de
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IFNy, leucemia, transplantados ou em terapia com drogas
imunossupressivas; idosos; gestantes e usuarios de agua de superficie
contaminada (Dillingham et al, 2002; Hunter et al, 2002; 2004a; Roy et al,

2004; Thompson et al, 2005; Caccio et al, 2005b; 2006; Savioli et al, 2006).

A transmissdo pode ocorrer atraves do contato pessoa a pessoa,
animal — pessoa ou agua e alimentos contaminados por pessoas ou animais
eliminadores de oocistos de Cryptosporidium spp. (Egyed et al, 2003; Caccio
et al, 2005b; Gongalves et al, 2006a; Smith et al, 2006; Savioli et al, 2006;
Sunnotel et al, 2006a).

A transmissdo pessoa a pessoa, atraves de higiene deficiente ou
provavel inalacdo de oocistos, € responsavel pela maioria dos surtos em
creches e hospitais, assim como atividades sexuais também podem ser
responsabilizadas entre individuos com AIDS (Newman et al, 1994; Fayer et
al, 2000; WHO, 2002; Dillingham et al, 2002; Goncalves, 2002; Hunter e
Nichols, 2002; Ramirez et al, 2004; Caccio et al, 2005b; 2006).

A transmissdo através do contato animal - pessoa, principalmente
bezerros, € mais frequente na zona rural, como o0 surto ocorrido em
Pensilvania, 1991. Animais domésticos parecem nao estar implicados nesta
rota. (Joachim, 2004; Xiao et al, 2004a; Tanriverdi et al, 2006).

Transmissdo indireta ou zoonodtica pode ocorrer através de
contaminacao de bebidas e alimentos, assim como das aguas de superficie
(abastecimento, recreacionais, oceanicas e estuarias) e efluentes de esgoto

e de atividades agropecuarias (Heller 2004; Health Canada, 2004; Slifko et
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al, 2000; WHO, 2002; Dillingham et al, 2002; Lima e Stamford, 2003; Xiao
et al, 2004a; Caccio et al, 2005b; Thompson et al, 2005; Ramirez et al, 2006;
Smith et al, 2006; Savioli et al, 2006).

Alimentos e bebidas podem ser contaminados por manipuladores
assintomaticos e sintomaticos, ou através de irrigagdo com agua ou adubo
contaminado. Ha indicios de que esta contaminacdo, também, possa ocorrer
por vetores mecanicos tais como: baratas, moscas domésticas, alguns tipos
de besouro e rotiferos aquaticos, provocando casos esporadicos ou surtos
(Johnson et al, 1995; Fayer et al, 2000; Quiroz et al, 2000; Hunter et al,
2002; Gragzyk et al, 2003; Carey et al, 2004; Heller et al, 2004). Ja foram
relatados casos de criptosporidiose pela ingestao de leite, frango, salsicha,
carne, saladas, vegetais crus, ostras, mariscos e mexilhdes (Slifko et al,
2000; Takayanagui et al, 2001; Schlundt et al, 2004; Miller et al, 2005). Por
outro lado, a ingestdo de vegetais crus parece oferecer papel protetor a
infeccdo, hipoteticamente explicado por repetidas exposi¢cdes a esta rota,
com formacéo de imunidade protetora (Hunter et al, 2004b; 2004a; Ramirez
et al, 2004; Goncalves et al, 2006a).

Contaminacdo das aguas de superficie pode ocorrer por precipitacao
de chuva, contato com esgoto, tratamento inadequado ou ineficiente, ou por
todos estes fatores relacionados. Oocistos podem permanecer viaveis na
agua por mais de 140 dias e sao resistentes ao cloro utilizado em
desinfeccdo para o consumo humano. Esta representa a maior fonte de
criptosporidiose para humanos. Varios surtos tém sido relatados por

contaminacdo de aguas recreacionais, assim como, por colapso ou
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sobrecarga no fornecimento de agua publica (Johnson et al, 1995; Spano et
al, 1998; McLauchlin et al, 2000; Carey et al, 2004; Ramirez et al, 2004,
2006; Xiao et al, 2004a; Thompson et al, 2005; Smith et al, 2006; Sunnotel et
al, 2006a).

Explicar a epidemiologia da criptosporidiose humana é dificil pela
existéncia de diferentes rotas de transmissdo e pelas dificuldades em
identificar espécies utilizando ferramentas convencionais, mas o avanco de
técnicas moleculares tem oferecido um grande impacto neste campo (Hunter
et al, 2002; Joachim, 2004; Xiao et al, 2004a; 2004b; Miller et al, 2005;

Gongalves et al, 2006a; Caccio et al, 2005a; 2005b).
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Figura 4: Provaveis ciclos de transmissédo de Cryptosporidium spp. Adaptado
de Caccio et al (2005a) e Joachim (2004).

A maioria das infeccbes humanas € causada por C. hominis e C.
parvum, embora novos genotipos estejam sendo identificados, ciclos de
transmissao diferentes, antropondético e zoondético, sdo sugeridos para
criptosporidiose de acordo com a Figura 4 (Peng et al, 1997; Gatei et al,

2003; Samie et al, 2006; Alves M et al, 2003; Monis et al, 2003; Joachim,
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2004; Hunter et al, 2004a; Ramirez et al, 2004; Xiao et al, 2004b; Caccio et
al, 2005a; Sulaiman et al, 2005; Thompson et al, 2005; Smith et al, 2006;
Sunnotel et al, 2006a).

Estudos recentes tém mostrado que C. parvum e C. hominis
apresentam  significante  polimorfismo  genético, podendo  sofrer
recombinacdes genéticas dentro e entre genoétipos isolados. Este
polimorfismo genético pode ser detectado por marcadores como mini e
macro satélite (Feng et al, 2000; Widmer, 2004; Joachim, 2004; Xiao et al,
2004a; 2004b; Caccio et al, 2005a; 2005b; 2006; Gongalves et al, 2006a;
Muthusamy et al, 2006).

Interessantemente, variacdes geograficas e temporais sao observadas
para infeccbes causadas por C. hominis e C. parvum. C. hominis € mais
prevalente nas Américas, Austrélia e Africa (62%), enquanto que C. parvum
0 é na Europa (57%) (Xiao e Ryan, 2004b; Alves M et al, 2003; Caccio et al,
2005b; Leoni et al, 2006). Na Inglaterra apresentam variacdes dentro do
préprio pais, indicando que a infeccdo humana causada por C. parvum é
maior em zonas rurais (Caccio et al, 2005a; 2006; Leoni et al, 2006). Na
Inglaterra, a sazonalidade € marcada por dois picos de doenca: na
primavera (C. parvum) e final de verdo e inicio de outono (C. parvum e C.
hominis) (McLauchlin et al, 2000; Caccio et al, 2005a; 2005b). Nos Estados
Unidos da Ameérica o pico da infeccdo ocorre no verdo e inicio do outono
(Hlavsa et al, 2005). A grande maioria dos surtos é causada por uma Uunica
espécie/gendtipo de Cryptosporidium, enquanto que isolados de infecgbes

esporadicas, algumas vezes, apresentam mais de uma espécie/gendtipo
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(McLauchlin et al, 2000; Fayer et al, 2000; Tanriverdi et al, 2006; Xiao et al,

20044a; Egyed et al, 2003; Guk et al, 2005; Gongalves et al, 2006a).

Epidemiologia

Cryptosporidium spp. estd amplamente associado a infecces entéricas
em mais de 170 espécies animais, das quais 150 sdo mamiferos. Tem sido
relatado em mais de noventa paises, nos seis continentes, principalmente
em meses quentes e umidos (Fayer et al, 2000; Dillingham et al, 2002;
Carey et al, 2004; Joachim, 2004; Ramirez et al, 2004; Thompson et al,
2005).

Criptosporidiose representa um grande problema de saude publica,
tanto em paises desenvolvidos, como em desenvolvimento (Newman et al,
1993; Kosek et al, 2001; Pereira et al, 2002; Savioli et al, 2006; Smith et al,
2006; Sunnotel et al, 2006). Geralmente em paises em desenvolvimento a
infeccdo é endémica, enquanto que em paises desenvolvidos esta
relacionado a surtos esporadicos e epidémicos (Fayer et al, 2000; Newman
et al, 1994; Dillingham et al, 2002; Thompson et al, 2005; Goncalves et al,
2006a; Carvalho-Almeida et al, 2006; Carvalho et al, 2006).

Tanto individuos imunocompetentes quanto o0s imunodeprimidos
congénitos ou induzidos por terapia ou HIV/AIDS sé&o infectados, com
prevaléncia maior no segundo grupo (WHO, 2002; Hunter et al, 2002; 2004a;

Roy et al, 2004).
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Pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp., em amostras fecais de
pacientes imunocompetentes com gastrenterite, revela prevaléncia de 1 a
4% na Europa e América do Norte e de 3 a 20% na Africa, Asia, Australia,
América do Sul e Central (Current e Garcia, 1991; Ferreira e Borges, 2002;
Carey et al, 2004; Roy et al, 2004). Em pacientes admitidos em hospitais
com diarréia, 2 a 2,5% estéo eliminando oocistos (Upton, 1999; Hunter et al,
2002).

Para pacientes com AIDS é estimado que cerca de 10% apresente
criptosporidiose cronica em paises desenvolvidos, e acima de 40% em
paises em desenvolvimento (Rodrigues et al, 1991; Cimerman et al, 1999b;
2002; Ferreira e Borges, 2002; Leav et al, 2003).

Foi verificado, através de busca ativa, na Inglaterra, que 56% dos
relatos de criptosporidiose, entre 1997 e 1998, ndo eram HIV+, e 90% néao
estavam envolvidos a surtos (Roy et al, 2004).

Criptosporidiose ja foi relatada em individuos de 3 dias a 90 anos de
idade. Em paises desenvolvidos ha picos de incidéncia em criancas de até 5
anos (creches) e adultos de 21 a 40 anos, enquanto que em paises em
desenvolvimento ocorre predominio em criangcas menores de 2 anos e
idosos, devido a falta de higiene e saneamento basico (Casemore et al,
1985; Newman et al, 1994; Capuano et al, 2001; Pereira et al, 2002; Guk et
al, 2005; Joachim, 2004, Xiao et al, 2004a; Thompson et al, 2005).

A taxa de portadores assintomaticos, detectada por endoscopia € de
cerca de 10%, e pelo exame microscopico de fezes menor que 1%, em

paises desenvolvidos. Enquanto que em paises em desenvolvimento, o
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exame microscopico de fezes detecta taxa de 10 a 30% (Current e Garcia,
1991; Newman et al, 1994; Upton, 1999; WHO, 2002; Ramirez et al, 2004).

A taxa de soro prevaléncia em paises desenvolvidos € de 25 a 35%;
enquanto que em paises em desenvolvimento é de 60 a 95%. Esta taxa
aumenta com a idade do hospedeiro, sendo maior em trabalhadores rurais e
de saude, e em criancas frequentadoras de creche ou moradoras em locais
inadequados (Current e Garcia, 1991; Newman et al, 1994; WHO, 2002; Roy
et al, 2004, Savioli et al, 2006).

O Centro de Vigilancia de Doencas de Notificacdo de Wales, Inglaterra,
recebe cerca de 5.000 casos de criptosporidiose notificados por ano (Hunter
et al, 2004).

Até o ano de 2000, mais de 3.000 casos foram notificados ao CDC,
posicionando Cryptosporidium spp. ao lado de Escherichia coli 0157: H7, no
topo das vinte doencas mais notificadas nos EUA (Roy et al, 2004).

No Brasil, entre 1980 e 1997, foram detectados 2.842 casos de
criptosporidiose entre pacientes imunodeprimidos, tendo a regido Nordeste e
Sudeste como as mais afetadas (Lima e Stamford, 2003). Este nimero deve
estar subestimado em razdo do desconhecimento da doenca, inclusive por
médicos (Wiebbelling et al, 2002), assim como a inadequacdo dos
laboratorios clinicos para sua deteccdo (Castilho, 2002), ou, ainda, porque
sua pesquisa € feita somente mediante solicitacdo médica especifica (Sodré
e Franco, 2001), além da nédo procura por atendimento médico pelo individuo

com diarréia, implicando na auséncia de diagndstico (Wilson, 2005).
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No Brasil, o registro sistematico de doencas veiculadas por &gua e
alimentos, de notificacdo compulséria, foi implantado em 1999, com
monitoramento de agua e inclusdo de pesquisa destes agentes, para que
possa atingir o padrdo de potabilidade (Brasil, Ministério da Saude, 2005b).
No Estado de Sa&o Paulo, esta implantagdo ocorreu em 1995, com a
ocorréncia de 13 surtos causados por Cryptosporidium spp. até 2005
(Gongalves, 2002; Sao Paulo: CVE, 2006).

Em 2002, revisdo feita sobre infeccbes afetando individuos
imunocomprometidos, coloca Cryptosporidium spp. como 0 segundo agente
causal de infec¢bes oportunistas (Ferreira e Borges, 2002).

Ha relatos de criptosporidiose em pacientes com AIDS, nos Estados de
Sao Paulo (Dias et al, 1988; Rodrigues et al, 1991; Guizelini e Amato Neto,
1992; Sauda et al, 1993; Cimerman et al, 1999a; 1999b; 2002; Capuano et
al, 2001; Oliveira et al, 2002) e do Rio de Janeiro (Moura et al, 1985; 1989;
Silva S, 2004); submetidos a transplantes (Chieffi et al, 1990) e portadores
de doencas hematoldgicas com uso de terapia imunossupressora (Chieffi et
al, 2005). Em Fortaleza, Ceara, a ocorréncia em imunodeprimidos parece
estar associada a transmissao pela agua (Wuhib et al, 1994), assim como
em Recife, Pernambuco (Arcoverde, 2001).

Criptosporidiose foi detectada em criancas com diarréia em Sao Paulo,
Sao Paulo (Guizelini e Amato Neto, 1992; Mangini et al, 1992; Grisi, 1993;
Oliveira et al, 2002), em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo (Medeiros et al, 2001),
em Uberlandia, Minas Gerais (Gennari-Cardoso et al, 1996), no Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro (Silva S et al, 2003), em Belém, Para (Loureiro et al,
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1989), em Recife, Pernambuco (da Silva et al, 1994), em Fortaleza, Ceara
(Bushen et al, 2007; Lima AA et al. 2000; Agnew et al, 1998), em Goiania,
Goiéas (Pereira et al, 2002), em Campo Grande, Mato Grosso do Sul (Oshiro
et al, 2000), em Porto Alegre, Rio Grande do Sul (Cantalice Neto et al,
1998), em Maringa, Parana (Moitinho et al, 1999), e em Cricidma, Santa
Catarina (Schnack et al, 2003). Também estdo relatados surtos em creches
de S&o Paulo, Sado Paulo (Guizelini et al, 1992; Gongalves, 2002; Carvalho-
Almeida et al, 2006), de Campinas, Sado Paulo (Franco e Cordeiro, 1996) e
de Botucatu, S&o Paulo (Carvalho et al, 2006).

Em Fortaleza, Ceara, soro prevaléncia indica infeccdo nos dois
primeiros anos de vida, com 90 % de positividade em criancas de até um
ano de idade e residentes em favela. Animais domeésticos e fontes de agua
contaminadas contribuem para a manutencdo desta infeccdo na zona
urbana (Lima AA et al, 1992; Newman et al, 1994; 1993; Agnew et al, 1998).
Em S&o Paulo, soropositividade para IgG alcanca 80% em criancas de até
10 anos de idade (Cox et al, 2005).

Em Perus, S&o Paulo, oocistos foram detectados em amostras fecais e
de agua (Tomps, 1998). Em Itaquaquecetuba, Sdo Paulo, sua presenca foi
detectada em &gua para consumo humano (Gamba et al, 2000). Em
Florianopolis, Santa Catarina, amostras de esgoto foram positivas para
Cryptosporidium spp. (lacovski et al, 2004). Em Campinas, Sao Paulo,
oocistos foram observados em agua do Rio Atibaia (Franco et al, 2001) e em
amostras de esgotos (Santos et al, 2005; Neto et al, 2006), assim como em

Araras, S&do Paulo (Dias Junior, 1999). Em S&o Paulo, S&o Paulo, presenca
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de oocistos foi detectada em aguas de superficie (Farias et al, 2002; Muller,
2000; Espindola, 2001; Hachich et al, 2004), assim como em amostras de
esgotos (Farias, 2002).

Oocistos ja foram relatados em agua mineral (Franco e Cantusio Neto,
2002), em alface e rucula (Takayanagui et al, 2001).

Também foram identificados em animais domésticos (Newman et al,
1993) e silvestres (Dall’Olio e Franco, 2004), em pombos (Carvalho-Almeida,
2004) e em cées (Lallo e Bondan, 2006).

Avaliagcbes de eficacia terapéuticas foram conduzidas com colostro
bovino (Abreu, 2001) e antiretrovirais (Bushen et al, 2004), assim como
desinfeccdo ambiental (Neto et al, 2006).

Estudos epidemioldgicos utilizando métodos moleculares tém relatado
presenca de C. ndo parvum (Ortega et al, 1991); de C. hominis em S&o
Paulo, S&o Paulo (Gongalves et al, 2002; 2006a); de C. hominis em Aracaju,
Sergipe (Gatei et al, 2003), de C. parvum, C. hominis ndo C. parvum em
Fortaleza, Ceard (Brantley et al, 2003) e em S&o Paulo, Sdo Paulo
(Carvalho-Almeida, 2004); de C. parvum e C. hominis em Sao Paulo e
Taubaté, SP, e de C. hominis e C. meleagridis em Sorocaba, Sdo Paulo
(Araujo, 2004); de C. parvum e C. hominis no Rio de Janeiro, Rio de Janeiro

(Silva, 2004).

Patogenia e Sintomatologia
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Cryptosporidium spp. parece ndo se empenhar muito para invadir o
sistema dos hospedeiros, seu sucesso parece estar ligado ao
desenvolvimento rapido, a facil disseminacdo e a grande resisténcia a
desinfetantes usados rotineiramente em assepsia (Dillingham et al, 2002;
Fayer et al, 2000; Caccio et al, 2005b; Sunnotel et al, 2006a).

Todos os individuos sé@o suscetiveis a infeccdo pelo Cryptosporidium
spp., mas a duracao e severidade da doenca dependem da viruléncia da
espécie/genotipo do infectante e da resposta imune do hospedeiro (Hunter et
al, 2002; WHO, 2002; Brantley et al, 2003; Gatei et al, 2003; Leav et al,
2003; Carey et al, 2004; Joachim, 2004; Xiao et al, 2004a; Savioli et al,
2006). Quanto a viruléncia Cryptosporidium spp. pode ser classificado como:
de alta viruléncia para C. hominis e C. parvum, de baixa viruléncia para C.
meleagridis e C. muris e; de viruléncia desconhecida para C. baileyi, C. felis,
C. canis e C. suis (Egyed et al, 2003).

O potencial de cada espécie ou gendtipo de Cryptosporidium em
estabelecer sintomatologia clinica € desconhecido, mas estudo recente
relata que além dos pertinentes ao trato digestivo, C. hominis parece causar
dores articulares, recorrentes dores de cabeca, vertigens e fadiga,
provavelmente por apresentar menor diversidade genética que C. parvum
(Hunter et al, 2004a; 2004b; Caccio et al, 2000; 2005b).

Geralmente a infeccdo se limita ao jejuno e ileo, mas em
imunodeprimidos pode se estabelecer no eséfago, estbmago, duodeno e
ceco, como também no trato biliar, respiratério e urinario (Hunter et al, 2002;

Leav et al, 2003; Carey et al, 2004; Palmieri et al, 2005). Em criangas
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desnutridas, a criptosporidiose, geralmente, implica em doencas
respiratérias acompanhadas de diarréia (Agnew et al, 1998; Hunter et al,
2002).

E sugerido que tanto as respostas imunes celular quanto humoral
oferecem protecéo contra reinfecgdo, ou diminuem a severidade da doenga
em casos de infeccdo por espécie ou gendtipo diferente, provavel razdo pela
qgual cerca de um terco de infectados imunocompetentes ndo apresentam
sintomatologia (Caccio et al, 2000; WHO, 2002; Ferreira e Borges, 2002;
Hunter et al, 2002; Brantley et al, 2003; Leav et al, 2003; Xiao et al, 2004a).
A doenca é mais persistente em individuos com contagem de CD4 menor
que 180 células / mm? (Capuano et al, 2001; Hunter e Nichols, 2002; Roy et
al, 2004; Muthusamy et al, 2006).

O periodo pré-patente, tempo entre infeccdo e eliminacdo ativa de
oocistos, geralmente é de 4 a 20 dias, com meédia usual de sete dias. O
periodo patente, tempo de excrecdo de oocistos pelas fezes, pode variar de
dias a meses ou anos, com media de 1 a 2 semanas apés o final da
sintomatologia (Hunter et al, 2002; 2004b; Carey et al, 2004; Roy et al,
2004).

Estudo da difuséo tipica de oocistos foi feito em bezerros Holstein de
guatro dias de idade, infectados oralmente com 25 milh6es de oocistos de
Cryptosporidium spp., com fezes coletadas, em intervalos de 24 horas, e
guantificacdo do numero de oocistos. Nenhum oocisto foi detectado antes de

quatro dias pés-infecgdo (DPI), o pico maximo de producéo foi entre 6 e 8
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DPI, com numero variavel de 2 a 20 bilhdes de oocistos em um (nico
periodo de 24 horas nessa fase (Upton, 1999).

O sintoma mais comum € a diarréia aquosa, algumas vezes profusa e
com muco, raramente com sangue. Frequentemente esti associada a
nausea, febre baixa, distdrbios intestinais e anorexia. Em individuos
imunocompetentes pode perdurar por 10 a 14 dias e é autolimitada, isso
porque respondem a infec¢cdo com producdo de anticorpos que parecem
reduzir o nimero de parasitos no intestino. Em imunocomprometidos, a
sintomatologia € mais grave, apresentando diarréia: aguda, cronica,
intermitente ou continua, com 2 a 26 evacuacoes por dia, totalizando até 25
litros de fezes liquidas, o que leva a uma perda de peso e ao desequilibrio
eletrolitico, e morte em cerca de 50% dos casos. A terapia antiretroviral tem
reduzido este impacto (Spano et al, 1998; Bornay Llinares et al, 1999;
Pieniazek et al, 1999; Caccio et al, 2000; Amadi et al, 2002; Ferreira e
Borges, 2002; Pereira et al, 2002; Dillingham et al, 2002; Brantley et al,
2003; Chalmers et al, 2004; Carey et al, 2004; Ribes et al, 2004; Sunnotel et
al, 2006a; Leav et al, 2003; Hashim et al, 2006; Sandhu et al, 2006).

A diarréia, geralmente, acontece quando ha prejuizo da absorcéo
intestinal ou aumento de secrecfes, processos regulados pelos enterdcitos
infectados por Cryptosporidium spp. Em modelos experimentais, tem sido
observado prejuizo na absor¢do de Na® e de H,O e /ou aumento da
secrecdo de Cl ~ com anormalidades na propriedade de barreira do epitélio
intestinal, resultando na liberacdo de lactato desidrogenase citoplasmatica,

podendo culminar em morte celular. Em pacientes aidéticos, ma-absorcao
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de vitamina B12 e D xilose tem sido observada, assim como teste de
permeabilidade anormal de lactose/manitol (Hunter e Nichols, 2002; Fayer et

al, 2000; Brantley et al, 2003).

Tratamento

Nenhuma terapia segura e efetiva foi desenvolvida satisfatoriamente.
Um antiparasitario salicilamida de amplo espectro derivado de nitrotiazol,
nitazoxanida reduz a diarréia e a eliminacédo de oocistos (Amadi et al, 2002;
Savioli et al, 2006). Terapia antiretroviral induz a auto-resolu¢cado ou confere
protecdo ao hospedeiro, por provocar resposta imune (Hunter e Nichols,
2002; Bushen et al, 2004). Para resolucdo e/ou prevencdo de
criptosporidiose sdo necessarios linfocitos CD4" e IFNy. Camundongos com
decréscimo de linfocitos CD4" apresentam maior suscetibilidade e s&o
incapazes de resolver a infec¢édo. Deficiéncia de IFNy diminui o periodo de
incubacédo, aumenta a excrecdo de oocistos e acelera a doenca, neste caso
tratamento com IL-12 reduz a severidade da infeccdo. A resposta imune
pelas células humanas infectadas parece envolver producdo de TNFa e de
IL-8 (Hunter e Nichols, 2002; Sandhu et al, 2006; Sunnotel et al, 2006a).

H& necessidade de reidratacdo, que pode ser associada a terapia
farmacol6gica como a paromomicina e azitromicina, e a terapia imunolégica
como o colostro bovino hiperimune ou anticorpos monoclonais (Clemente et

al, 2000; Palmieri et al, 2005; Zardi et al, 2005).
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Diagnostico

Cryptosporidium spp. pode ser detectado por métodos invasivos ou
ndo. Sua primeira identificacdo como patdégeno foi feita em bidpsia de
intestino, por Tyzzer em 1907, é uma técnica especifica, mas, geralmente,
0os sitios comuns de localizagdo ndo sd@o acessiveis por endoscopia
(Clemente et al, 2000; Mehta, 2002, Leav et al, 2003).

Oocistos nas fezes sao detectados desde 1978, pelas coloragcbes de
Giemsa, Ziehl — Neelsen a quente, Safranina, Kinyoun modificada e
Auramina (Garcia et al, 1983; Casemore et al, 1985; Moura e Oliveira, 1985;
Weber et al, 1992; Mehta, 2002). A coloracdo de Kinyoun modificada €&
utilizada como rotina diagnostica, desde 1987, no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Sao Paulo - HCFMUSP (Goncalves, 2002).

Podem ser utilizados métodos de concentracdo para identificacdo dos
oocistos diretamente em amostras fecais, tais como: método de flutuacéo
por Cloreto de Sodio, método de flutuacdo por Sulfato de Zinco, método de
flutuacdo por densidade de sacarose, método de concentracdo por agua -
éter (Casemore et al, 1985; Weber et al, 1992; Goncalves, 2002).

Embora o método de coloracdo seja considerado padrdo ouro para o
diagnostico, este s6 pode ser realizado por microscopista treinado, além de
requerer grande quantidade de oocistos para sua deteccdo, podendo
resultar em diagndésticos equivocados ou casos nhao diagnosticados.
Também, ndo permite diferenciacdo de espécies/gendtipos de

Cryptosporidium (Garcia e Shimizu, 1997; Xiao et al, 2001; Gongalves, 2002;
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Carey et al, 2004; Leav et al, 2003; Lima e Stamford, 2003; Magi et al,
2006; Chalmerset al, 2004; Sunnotel et al, 2006a).

Os testes imunoldgicos, comerciais, para deteccdo de antigenos de
Cryptosporidium parvum nas fezes, tanto os imunoenzimaticos (EIA ou
ELISA) como os de imunofluorescéncia (IFA) e imunocromatografia
apresentam boa sensibilidade (75% a 88%) e especificidade (> 98%), sdo de
facil execucdo, ndo requerem conhecimento e experiéncia como a
microscopia, permitem processamento de grande numero de amostras em
curto tempo, ndo apresentam reacfes cruzadas. S&o testes que prevéem
limitacbes de procedimento, sugerindo repeticbes e/ou correlagbes com
sintomatologia, principalmente quando o numero de oocistos € baixo, além
de custo consideravel. Para amostras ambientais o mais utilizado é IFA, mas
requer um grande numero de oocistos para sua deteccédo (Garcia et al, 1997,
2003; Goncalves, 2002; Mehta, 2002; Lima e Stamford, 2003; Weitzel et al,
2006). Em estudo realizado experimentalmente com gatos infectados com
Cryptosporidium spp. e tendo IFA e PCR como métodos avaliados para sua
deteccdo, a concordancia entre eles foi de 72%, denotando maior
sensibilidade ao PCR (Scorza et al, 2003).

Os métodos sorolégicos para deteccdo de anticorpos anti
Cryptosporidium sao simples, rapidos, mas nao diferenciam infec¢do prévia
de corrente, assim como nado diferenciam espécies, além da producao de
antigenos especificos ser de alto custo (Ferreira e Borges, 2002; Cox et al,

2005; Sandhu et al, 2006).
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Assim sendo, métodos moleculares tém sido desenvolvidos para
deteccdo e diferenciacdo de diferentes espécies e gendtipos de
Cryptosporidium, tanto em amostras clinicas como ambientais (Caccio,
2003; Dillingham et al, 2002; Jiang J, Xiao, 2003; Chalmers et al, 2004; Xiao
e Ryan, 2004b), auxiliando na determinacdo do estado da doencga, seus
padrdes de transmissdo e de fontes de infeccdo deste parasito (Morgan et
al, 2000; Thompson et al, 2005).

A PCR, um dos primeiros sistemas de amplificacdo do acido nucléico, &
a mais utilizada, baseia-se na natureza polimérfica do Cryptosporidium
como: [ - tubulina, proteina de parede do oocisto (COWP),
dihidrofolatoredutase  (DHFR), proteina adesiva 1 relacionada a
trombospondina (TRAP-C1), proteina adesiva 2 relacionada a
trombospondina (TRAP-C2), espaco interno transcrito (ITS1), cadeia
politimina (Poli — T), subunidade menor do ribossomo (SSU rRNA), além de
sequéncias gendémicas indefinidas (Johnson et al, 1995; Bornay_Llinares et
al, 1999; da Silva et al, 1999; Pieniazek et al, 1999; Spano et al, 1997;
Pedraza-Diaz et al, 2001; Goncalves et al, 2002; 2006a; Gatei et al, 2003;
Nichols et al, 2006; Sunnotel et al, 2006b; Muthusamy et al, 2006; Xiao et al,
2006).

Fragmentos de gene da subunidade menor do ribossomo (SSUrRNA)
parece estar presente em maior nimero de espécies de Cryptosporidium, de
acordo com a positividade de amplificacdes apresentadas na literatura

(Bornay_Llinares et al, 1999; Gongalves, 2002; Carvalho-Almeida, 2004,
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Chalmers et al, 2004; Tanriverdi et al, 2006; Xiao et al, 1999; 2000; 2001,
2002; 2004a; 2004b; 2006).

A presenga de inibidores em amostras fecais pode afetar a
sensibilidade da PCR (Lantz et al, 1997; Koonjul et al, 1999; Goncalves,
2002; Carvalho-Almeida, 2004; Nsubuga et al, 2004; Piggott, 2004; Silva,
2004; Arautjo et al, 2006), mas pode ser minimizada com protocolo de
extracdo adequado (da Silva et al, 1999; Ward e Wang, 2001; Higgins et al,
2001; Chalmers et al, 2004).

A PCR é requerida para deteccdo de menor numero de oocistos, por
ser mais sensivel, fornecendo informag6es adicionais a microscopia e tem
tido grande impacto na elucidacdo dos agentes causadores de
criptosporidiose, particularmente na taxonomia, biologia, patogenia,
epidemiologia, transmisséo e tratamento, auxiliando os epidemiologistas na
vigilancia e determinacdo de fontes de infeccdo (Morgan et al, 2000;
McLauchlin et al, 2000; Morgan-Ryan et al, 2002; Caccio, 2003; Egyed et al,
2003; Leav et al, 2003; Xiao et al, 2004b; Goncalves, 2006a; Nichols et al,
2006; Ramirez e Sreevatsan, 2006; Slapeta, 2006; Soba et al, 2006; Soldan

et al, 2006; Smith et al, 2006).
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2. OBJETIVOS

Geral
Avaliar a frequéncia de enteroparasitos em diferentes comunidades

brasileiras e identificar gen6tipos de Cryptosporidium spp. nestas amostras.

Especificos
Correlacionar as infeccbes por Cryptosporidium spp. com dados

clinicos e laboratoriais.

Identificar os possiveis fatores de risco que podem favorecer a

distribuicdo dos isolados em determinada populacao.

Relacionar os isolados com possiveis rotas de transmissdo no homem.

Aprimorar e implementar métodos que identifiquem espécies de

Cryptosporidium e seus genotipos.

Padronizar a caracterizacdo molecular dos isolados de Cryptosporidium

SpPp.
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3. METODOS

3.1 Local de Estudo

O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (HCFMUSP), criado em 1943, € um hospital publico, altamente
especializado, associado a Universidade de Sao Paulo, com 2.200 leitos e
9.888 servidores ativos, esta vinculado a Secretaria de Estado da Saude
como autarquia estadual. E constituido pelo: Instituto Central, Instituto de
Ortopedia e Traumatologia, Instituto de Psiquiatria, Prédio da Administracao,
Instituto do Coracdo, Laboratorios de Investigacdo Meédica, Instituto da
Crianca, Prédio dos Ambulatdrios, Instituto de Medicina Nuclear e Instituto
de Radiologia. Possui hospitais auxiliares de retaguarda, o Hospital Auxiliar
de Suzano e o Hospital Auxiliar de Cotox0; o Hospital Estadual Sapopemba;
aléem da Divisdo de Medicina e Reabilitacdo situada no bairro da Vila
Mariana, e a Casa da AIDS. Ocupa posicado de destaque como instituicdo de
assisténcia, ensino e pesquisa, sendo um avancado centro de exceléncia e
referéncia no desenvolvimento de tecnologia para a saude, sem paralelo na
América Latina. Atende pacientes provenientes de convénios com a rede
publica, e uma pequena parcela de pacientes procedentes da rede privada
através das empresas de medicina, e empresas seguradoras de saude ou

particulares (Hospital das Clinicas, 2006).
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A Divisdo de Laboratorio Central — HCFMUSP (DLC-HCFMUSP)
situado no 2° andar do Prédio dos Ambulatérios responde pela execucao
dos exames laboratoriais do Complexo HCFMUSP, SUS externo, convénios
e particulares, oferecendo mais de 600 tipos diferentes de exames, com
atendimento diario de 2.500 pacientes. A certificacdo ISO 9002 obtida em
1997 e confirmada pela re-certificacdo obtida em 2002, com a nova norma
ISO 9001:2000, assim como sua acreditacéo pelo PALC em 2006, atestam a
gualidade dos exames realizados (Hospital das Clinicas, 2006).

O Servico de Parasitologia da Divisdo de Laboratorio Central ocupa
uma area de 100m? e realiza cerca de 14.000 exames/més, gragas a sua
capacidade operacional e a excelente qualidade de seu quadro funcional
(Hospital das Clinicas, 2006). Tem a pesquisa de protozoarios emergentes
(Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Isospora belli, Blastocystis
hominis e microsporidio) estabelecida como rotina, sendo que a deteccéo de
oocistos de Cryptosporidium spp. € feita por coloracdo e por imunoensaio —

ELISA — desde 1987 e 2006, respectivamente.

3.2 Obtencao de Amostras

Amostras fecais, provenientes de pacientes com solicitacdo para
pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. e/ou pertencentes a grupos
de riscos para protozoarios emergentes, foram selecionadas da rotina

diagndstica do Servico de Parasitologia da DLC-HCFMUSP, desde fevereiro
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de 2000. Todas as amostras fecais foram aliquotadas em tubos tipo
“eppendorf’” nomeados como:

Tubo A: contendo amostra fecal “in natura” e congelada (20°C negativos);
Tubo B: contendo amostra fecal em formalina tamponada 10%, proporgao
1:3; sob refrigeracao (4°C).

Tubo C: contendo amostra fecal em dicromato de potassio 2,5%, proporcao
1:3, sob refrigeracao (4°C).

Foram armazenadas no acervo do Servigo de Parasitologia - DLC-
HCFMUSP, e os ensaios laboratoriais foram realizados no Servico de
Parasitologia da DLC - HC FMUSP, no Laboratorio de Patologia das
Moléstias Infecciosas da FMUSP e no Laboratorio de Saude Publica da

Faculdade de Saude Publica da USP.

3.3 Obtencao de dados

As amostras fecais selecionadas foram catalogadas e identificadas em
fichas coleta de dados (Anexo B), onde os dados relativos a cada uma eram
registrados. Todas foram avaliadas quanto a consisténcia em: liquida,
pastosa ou formada. Os dados clinicos, laboratoriais e epidemiologicos
foram obtidos de prontuarios, registros e/ou consulta ao sistema
informatizado (HCLAB e/ou SIGHLAB). Os enderecos foram utilizados para
distribuicdo das amostras, de acordo com Regifes de Saude estabelecidas
pelo Ministério da Saude, nos estados da Federacdo (Brasil, Ministério da

Saude, 2002; Souza, 2001). Para o Estado de S&o Paulo esta distribuicdo

Elenice Messias do Nascimento Gongalves Tese de Doutorado



3. METODOS 42

obedeceu a divisdo das Diretorias Regionais de Saude (DIRs) (Guimarées,

2005)

3.4 Analise Microscépica
3.4.1 Deteccéo de enteroparasitos

O diagnéstico das doencas parasitarias foi feito pela demonstracédo
morfologica de parasitos intestinais, rotineiramente realizado no Servigo de
Parasitologia da DLC_HCFMUSP, pela interacdo dos métodos de: Hoffman,
Pons e Janer (Lutz) (Hoffman et al, 1934), Faust e cols. (Faust et al, 1939) e
Rugai modificado (Rugai et al, 1954).

Para deteccdo de protozoarios emergentes, esfregacos de amostras
fecais, conservadas em formalina tamponada 10%, foram submetidos a
métodos de coloracdes complementares e examinados ao microscopio otico
comum em objetiva de 100X. Assim foram realizados: método de Kinyoun
modificado (Moura e Oliveira, 1985; Gongalves, 2002; 2005a) para deteccéo
de Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Isospora belli; de Gram-
Chromotrope (Goncalves et al, 2006b) para microsporidio, e de Leishman

(De Carli, 2001) para Blastocystis hominis.

3.4.2 Deteccdo, morfometria e quantificacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp.
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Os esfregagcos foram realizados com 10 pl de amostra fecal,
conservada em formalina tamponada, em laminas de vidro para microscopia,
76 x 26 mm, e fixados com metanol PA.

Para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp., foi realizado o
método de Kinyoun modificado (Moura e Oliveira, 1985; Goncalves, 2002;
2005a). Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram

oocistos, com tamanho e estruturas internas caracteristicas (Figura 5).

Figura 5: Micrografia de Cryptosporidium spp. Método de Kinyoun
modificado. Aumento de 1.000 vezes. Pesquisa, 2007.

Oocistos de Cryptosporidium spp., quando detectados, foram medidos
com auxilio de micrémetro ocular, durante a leitura realizada em microscépio
otico comum. Foi calculada média para cada lamina.

Para estimar a quantidade de oocistos foram contados 100 campos na
objetiva de 100X. Quando nenhum oocisto era encontrado nos 100 campos
examinados, todo o esfregaco era observado (= 200 campos). As

guantificagcdes foram feitas em cruzes, conforme tabela 2.
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Tabela 2: Critério utilizado para estimativa da quantidade de oocistos de
Cryptosporidium spp., utilizando objetiva de 100 X em microscopio otico
comum. Pesquisa, 2007.

Cryptosporidium spp.

Estimativa de Quantidade + + + +++
Oocistos / todo o esfregaco lal0 _
Oocistos / 100 campos do esfregaco _ 10<50 >50

3.5 Analise Molecular

3.5.1 Recuperacéao de oocistos de Cryptosporidium spp.

Amostras fecais “in  natura® (20°C negativos), positivas para
Cryptosporidium spp., foram descongeladas a temperatura ambiente e
diluidas em agua deionizada, na proporcao de 1:1, em tubos de 2ml, para

um volume final de 300 pl.

3.5.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico de oocistos de Cryptosporidium spp. foi
realizada em volume de 200 pl da amostra, baseada em protocolo descrito
por Araujo et al, 2006 (in press).

Em suma, 200 ul de amostra de fezes foram acrescida de 500 ul de
tampéao de lise [50 pl de Tris — HCI 100mM (pH=8.0); 50 pl de EDTA 50 mM
(pH=8.0); 50 pl de SDS 10%; 3,5 ul de B-mercaptoetanol 70 mM; 1 ul of
polivinilpirrolidona (PVP) 1%; 345,5 pl de &agua ultra-pura (Milli-Q)], e

incubado por 90 minutos em banho 65°C. Apds incubacdo foram
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adicionados, em cada tubo, 20ul de proteinase K (20 mg/mL), e novamente
incubado por um periodo de 120 minutos na mesma temperatura. O DNA foi
extraido com 500 ul fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), os tubos
foram homogeneizados e a mistura foi transferida para tubos Phase Lock
Gel light (Eppendorf®, Germany), os quais foram centrifugados por 15
minutos a 4°C. Foi removida a fase aquosa, presente na superficie do tubo,
para um microtubo e precipitada com 700uL de alcool isopropilico gelado.
Apos a precipitacdo o DNA foi lavado com alcool etilico a 70%, seco sob
vacuo, eluido em 50 pl de tampéo TE, e conservado a 4°C até a utilizacdo

para amplificacdo do PCR.

3.5.3 Amplificacdo do DNA pela Reacédo de Cadeia de Polimerase
Dupla (Nested Polymerase Chain Reaction) — PCR Dupla

3.5.3.1 Amplificagdo do fragmento de 1035 pb da regido SSUrRNA

Para deteccdo molecular de Cryptosporidium spp. foi utilizado PCR
dupla para ampliacdo de regides variaveis do SSUrRNA: uma regido
hipervariavel e trés regides polimorficas situadas entre nucleotideos 615 —
850 e 179 - 271, respectivamente (Coupe et al, 2005) (Figura 6).

Para a primeira reacdo foi utilizado o par de iniciadores: SCL1 e
CPBDIAGR. O iniciador SCL1 (5-CTGGTTGATCCTGCCAGTAG-3)
correspondente aos nucleotideos de 4 a 23 e seu reverso CPBDIAGR (5'-
TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG-3’) correspondente aos nucleotideos de

1.016 a 1.036, que produz um fragmento de cerca de 1.032 pares de base

(pDb).
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Figura 6: Esquema da localizacao das regides variaveis e posicdes relativas
dos iniciadores dentro do gen 18 SSUrRNA, com respectivos tamanhos de
seus produtos amplificados. Adaptado de Coupe et al, 2005. Pesquisa, 2007.

Para cada reacéo foi feita uma mistura de PCR (“master mix”) para um
volume final de 25 pl contendo: 5,0 pl de DNA, 14,2 pl de agua ultrapura
(Milli-Q), 2,5 ul de tampéo de reagao 10X, 1 pl de PVP 1%, 1,25 pl MgCl, 50
mM, 0,2 ul de dNTP 25 mM, 0,3 pl de cada iniciador, e 1,25 U (0,3uM) de
TagDNA polymerase (Tag Gen Biosystem).

As reacfes foram incubadas em termociclador (Mastercycler gradient,
Eppendorf), no seguinte ciclo de tempo e temperatura: uma desnaturacao
inicial a 94°C por 5 minutos; seguida de 39 ciclos compostos de
desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, hibridacédo a 60°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C por 90 segundos; e uma extensdo final a 72°C por 5
minutos.

Os produtos originarios da amplificacdo inicial foram utilizados como
alvos para a segunda reacdo de PCR (Nested) utilizando os iniciadores
internos SCL2 (5-CAGTTATAGTTTACTTGATAATC-3’) e SCR2 (5-
AATACCCTACCGTCTAAAG -3’), correspondentes aos nucleotideos de 106

a 128 e de 299 a 318, respectivamente, que produzem um fragmento de 214
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pb, decorrente da amplificacdo das duas primeiras regides polimorficas
situadas entre nucleotideos 179 e 271, que podem ser utilizadas para
diferenciacao das diferentes espécies de Cryptosporidium (Figura 7).

Para esta reagdo foi feita uma mistura de PCR (“master mix”)
semelhante a descrita para a 12 etapa, excecdes feitas a ndo inclusdo de
PVP e concentracao de 0,4 uM de cada iniciador.

As reacdes foram incubadas em termociclador (Mastercycler gradient,
Eppendorf), no seguinte ciclo de tempo e temperatura: desnaturagéo inicial a
94°C por 5 minutos; seguida de 39 ciclos compostos de desnaturacéo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 45 segundos e extensdo a
72°C por 90 segundos; e uma extensao final a 72°C por 5 minutos.

Todas as reacdes incluiram controle negativo {componentes mistura de

PCR (“master mix”) sem DNA} e positivo (amostra sabidamente positiva).

3.5.3.2 Eletroforese em gel de agarose

A cada tubo contendo o produto amplificado foi adicionado 5 pl de
Tampao Carregador de Amostra (glicerina + azul de bromofenol). Foi
aplicado 10 pl desta mistura em cada posicdo do gel de agarose 1,8 %
contendo brometo de etidio. A eletroforese foi realizada em Tampao TAE 1X
sob tensdo de corrente de 6V/cm por 1 hora. Em cada gel de agarose foi
adicionado um marcador de peso molecular (50 pb - Anresco). A presenca
dos fragmentos foi visualizada sob fonte de luz ultravioleta a 362 nm, e foto
documentado por meio do sistema de aquisicdo de imagens Epi Chemi Il

Darkroom (UVP) e o sofware Labworks (UVP).

Elenice Messias do Nascimento Gongalves Tese de Doutorado



3. METODOS

48

Posicdo do Nucleotideo

Espécies de Cryptosporidium 179 a 195 224 a 232 255 a 271
hominis AAAACTCGACTTTATGGA ATATA----ATTG ATCACAATTA------ ATGTGAC
parvum rh monkey AAAACTCGACTTTATGGA ATATA----ATTG ATCACAATTA------ ATGTGAC
parvum AAAACTCGACTTTATGGA ATATA----ATTG ATCACATTAA------ ATGTGAC
canis AAAACCTGACTTTTTGGA ATATT ----TTTG  ATCACATTTT------ ATGTGAC
parvum pig AAAACCTAACTTTATGGA ATATAA ---TTTG ATCACATTTTTA----ATGTGAC
meleagridis AAAACCTGACTTAATGGA ATATA----ATTG ATCACAATTT ------ ATGTGAC
parvum ferret AAGGCCTGACTTAATGGA ATATA----ATTG ATCACATAAAT ------ TGTGAC
wrairi AAGGCCCGACTTTATGGA  ATATA----ATTG ATCACATAAAT ------ TGTGAC
parvum kangaroo AAGACCTGACTTTTTGGA ATATT ----TTTG  ATCACATAAATA - - - - ATGTGAC
felis AAGACCCTACTTTATGGA ATATTTTTTTTTG ATCACAATAATTTATTTTGTGAC
baileyi AAGACCCGACTTCTCGGA ATACT----CTTG ATCACATTTA------- TGTGAC
andersoni AAAACCCAACTTCGCGGA ATGAG----CTTG ATCGCATCTCTG ---- ATGCGAC
muris AAAACCCAACTTTGCGGA ATGAG ----CTTG ATCGCATCTCTG - --- ATGCGAC
serpentis AAGGCCCGACTTTTTGGA  ATATT ----TTTG  ATCGCATCTCTG - - - - ATGCGAC
% * * %k ok ok A% *x *kk kk kK ok ok

* indica nucleotideos idénticos em todas as sequéncias

- indica intervalos

Figura 7: Alinhamento de espécies contidas na regido polimérfica. Adaptado de Coupe et al, 2005.
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3.5.4 Anélise do DNA pela RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism) — Perfil de digestdo com enzimas de restrigcdo

A andlise dos produtos da amplificacdo (amplicons) da PCR — Dupla foi
feita apds digestdo pelas enzimas de restricdo: Taql e Asel (NewEngland),
gue discriminam Cryptosporidium parvum de Cryptosporidium hominis e das
demais espécies de Cryptosporidium spp.

Uma porcdo de 5 pl de amplicon, de 214 pb, foi digerida com 2U de
cada enzima de restricdo e tampéo apropriado fornecido pelo fabricante para
um volume final de 15 pl. A digestédo foi realizada a 37°C para a enzima
Asel, e a 65°C para a Tagl, por um periodo de 2 horas. ApGs o periodo de
incubacéo, as reacdes foram mantidas a 65°C e a 80°C, para as enzimas
Asel e Tagq|l, respectivamente, por 20 minutos, para inativacdo das enzimas.

Os produtos da digestdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 3%, corado com brometo de etidio, em intensidade de corrente de 6
V/cm, por uma hora em tampdo TAE 1X e, em seguida visualizados sob
fonte de luz ultravioleta a 362 nm, e foto documentado por meio do sistema
de aquisicdo de imagens Epi Chemi Il Darkroom (UVP) e o software

Labworks (UVP).

3.6 Analise Estatistica

Todos os dados laboratoriais, clinicos e epidemioldgicos foram

registrados no programa MS Office Excell versdo 2000. Foi calculada
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frequéncia relativa e absoluta de cada variavel. Para CD4 foi feito analise de
variancia pelo teste ANOVA, com média e mediana para padronizacdo de
erros, desvios, valores minimo e maximo. A correlagdo de Cryptosporidium
spp. com todos os protozodrios e helmintos detectados, assim como com as
variaveis estabelecidas foi realizado pelo Teste Qui-quadrado. O Teste exato
de Fisher foi utilizado quando os valores esperados foram menores que

cinco. O nivel de significancia adotado foi o de valor de até 5% (p< 0,05).
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4. RESULTADOS

Caracteristicas do local de estudo

O Estado de Sao Paulo é subdividido em 24 regides de saude e
representa 21,95% da populacéo brasileira (Sdo Paulo - Estado, 2006). S&o
Paulo, Sdo Paulo, tem uma meédia de 3,43 moradores por domicilio; servidos
por rede de abastecimento de agua (98,62%); rede de esgoto (87,23%); e
coleta de lixo (97,20%) (Sao Paulo - Municipio, 2004).

O complexo HCFMUSP se localiza no nudcleo | da DIR 1, regido onde
99,88% dos domicilios tem rede de distribuicdo de agua; 98,92% tem rede de
esgoto; 99,99% tem coleta de lixo (Sdo Paulo - Municipio, 2004); e pelo
processo de reformulacéo no atendimento ambulatorial ocorrido em 2004, junto
as Secretarias Estadual e Municipal de Saude, esta é sua principal area de
atendimento, excecdo feita aos casos graves e complicados (Fundacéo

Faculdade de Medicina, 2004).

Obtencdo de amostras

Foram selecionadas da rotina diagnéstica do Servico de Parasitologia da

DLC-HCFMUSP, 2.410 amostras fecais de pacientes pertencentes a grupos de
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riscos e/ou com solicitacdo para protozoarios emergentes. A selecdo foi feita
nos anos de 2000 a 2006, com distribuicdo discriminada na Tabela 3. Em 2000
e 2001 a selecao objetivava amostras fecais para a dissertagcdo de mestrado
(Gongalves, 2002), que culminou com amostras fecais derivadas de um surto
diarréico nas criangas da Creche do HCFMUSP. Em 2002 e 2003 a selecao foi
derivada de amostras positivas quando solicitada pesquisa de Cryptosporidium
spp. Em 2004, foi retomada a busca ativa para a execucao deste trabalho, com
complementagbes em 2005 e 2006, justificadas pela necessidade de

adequacao da técnica de PCR desenvolvida.

Tabela 3: Distribuicdo de amostras fecais selecionadas de acordo com o ano de
coleta. Pesquisa, 2007.

Ano de coleta NUmero de amostras Porcentagem

(N) (%)
2000 376 15.6
2001 493 20.5
2002 4 0.2
2003 4 0.2
2004 1414 58.7
2005 37 15
2006 82 3.4
Total 2410 100

Caracteristicas da populacao estudada
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Foram considerados pacientes pertencentes a grupos de riscos para
protozoarios emergentes: criancas de até dez anos de idade (949),
imunodeprimidos (382), idosos (544), funcionarios em controle de saude (244) e
quaisquer outros apresentando diarréia (838). Foram considerados
imunodeprimidos os pacientes portadores de HIV/AIDS, transplante, leucemias
e imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas. No grupo de imunodeficiéncias
congénitas ou adquiridas foram incluidos todos os imunossuprimidos por terapia
com drogas imunossupressivas ou com hipo ou agamaglobulinemia, sindrome
de hiperimunoglobulinemia M, deficiéncia seletiva de IgA e deficiéncia de IFN vy.

Os dados clinicos obtidos (71,4%) foram distribuidos em: controles de
saude (“check-up”), doencas e sintomas como mostrados na Tabela 4. Os
registros apontavam variagcdo de um (60,5%) a seis (0,05%) dados clinicos
informados por paciente. As associacdes mais frequentes foram: diarréia e
HIV/IAIDS (2,6% = 45/1712), transplante e diarréia (1,9% = 33/1712),
imunodeficiéncia congénita ou adquirida e diarréia (0,9% = 15/1712), diarréia e
vomito (0,5% = 8/1712) e diarréia com anemia (0,4% = 6/1712). Em 28,6 %
(698/2410) os dados clinicos nédo foram informados.

O marcador imunolégico CD4, cujo valor referéncia varia de 493 a 1666
células por microlitro de sangue, foi recuperado em 7,7% (18/233) dos registros
consultados, em que 55,6% (10/18) apresentavam imunodeficiéncia e 66,7%
(12/18) diarréia, sendo que deste total 94,4% (17/18) apresentaram valores

variando de 4 a 215 células por microlitros de sangue (média de 57).
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Esta populacdo era composta de 54 % (1.302/2.410) do sexo feminino e

46% (1.108/2.410) do sexo masculino.

Tabela 4: Distribuicdo de dados clinicos como controle de salde, doencas e
sintomas por registros recuperados em meios fisicos e/ou informatizados.

Pesquisa, 2007.

L Frequéncia Porcentagem

Dados clinicos (N) (%)
Controle da Salde 244 10,1
Gestacgao 27 1,1
Controle de Verminose 72 3
HIV / AIDS 153 6,3
Hemoparasitose 9 0,4
Imunodeficiéncia (adquirida ou congénita) 99 4,1
Transplantes 117 4,9
Diabetes 8 0,3
Anemia 60 2,5
Leucemia 13 0,5
Hemofilia 8 0,3
Hipertensao Arterial 23 1
Hepatite 20 0,8
Hepatopatia 19 0,8
Asma 38 1,6
Bronquite / Pneumonia 22 0,9
Rinite 24 1
Insuficiéncia renal 10 0,4
Sindrome nefrética 9 0,4
Infeccdo urinaria 31 1,3
Artrite/ Artralgia/ reumatismo 18 0,7
Mialgia/ Fibromialgia/ Distrofia muscular 11 0,5
Dores generalizadas 13 0,5
Eosinofilia 25 1
Alteracdo do hébito intestinal 7 0,3
Diarréia 838 34,8
Dor abdominal 31 1,3
Dispepsia/ epigastralgia 7 0,3
VoOmito 10 0,4
Febre 11 0,5
Cefaléia 2 0,1
Desnutrigdo 16 0,7
Obesidade 10 0,4
Total 1.721 71,4
Nao Informado 689 28,6
Total 2410 100
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Dados sobre a idade foram recuperados em 2.385 (99%) dos registros e
variou de um més a 93 anos de idade, apresentando idade média de 33 anos e
cinco meses. A tabela 5 mostra a distribuicdo destas idades em faixas etarias,

assim como a quantidade de amostras selecionadas em cada uma.

Tabela 5: DistribuicAo de amostras fecais selecionadas de acordo com
diferentes faixas etarias. Pesquisa, 2007.

Faixa etaria Numero de amostras Porcentagem

(N) (%)

<2 anos 390 16,3
3 -5anos 288 12,1
6 - 10 anos 271 11,4
11 - 15 anos 33 1,4
16 - 20 anos 34 1,4
21 - 40 anos 411 17,2
41 - 60 anos 414 17,4
> 61 anos 544 22,8
Total 2385 100

Em relacdo ao estado civii a amostragem foi composta por 47,04%
(852/1.811) de solteiros, 33,68% (610/1.811) de casados, 11,15% (202/1.811)
de viuvos, 2,60% (47/1.811) de amasiados e 5,52% (100/1.811) de desquitados,
em 1.811 registros recuperados.

O item ocupacdes foi recuperado em 1.182 (49%) dos registros. Pela
diversidade apresentada o dividimos por atividades setoriais. As proporcdes
incluidas nestas atividades sédo mostradas na tabela 6.

Para raca encontramos uma relacao de 1.801 (74,7%) registros, composta
de 85,5% (1.539/1.801) de branca; 2,0% (36/1.801) de negra; 0,4% (7/1.801) de

amarela; e 12,2% (219/1.801) de mulatos.
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Tabela 6: Distribuicdo de amostras fecais selecionadas em diversas atividades
setoriais. Pesquisa, 2007.

. NUumer mostr Porcen m
Atividade amero Oéﬁl)a ostras o} C(?O/;)age

Estudante 150 6,2
Administrativo 54 2,2
Doméstica 310 12,9
Saude 91 3,8
Agricola 10 0,4
Comércio 83 3,4
Artes 10 0,4
IndUstria 31 1,3
Gerais 97 4

Desempregado 34 1,4
Aposentado 312 12,9
Total 1.182 49
Nao informada 1.228 51
Total 2.410 100

Com a recuperacéo de 2.042 (84,73%) enderecos registrados distribuimos
as amostras fecais, por Regibes de Saude estabelecidas pelo Ministério da
Saude, nos Estados da Federacao (Tabela 7). Para o Estado de Sao Paulo esta
distribuicdo obedeceu a divisdo das Diretorias Regionais de Saude (DIRS)
(Tabela 8). Foi verificado que deste total, 96,82% das amostras fecais advinham
do Estado de Séo Paulo e 3,18% do restante do Brasil, excecédo feita aos
Estados de Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Roraima. O
Municipio de Séao Paulo contribuiu com 56,18% deste total, e quando acrescido

dos municipios da Grande Séo Paulo esta taxa foi de 79,54%.
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Tabela 7: Distribuicdo de amostras fecais de acordo com as Regides de Saude
estabelecidas pelo Ministério da Saude, nos estados do Brasil. Pesquisa, 2007.

NUumero de amostras

Estado da Federacéo

(N) (%)
Séao Paulo 1.977 82,03
Rio de Janeiro 3 0,12
Espirito Santo 2 0,08
Minas Gerais 6 0,25
Para 3 0,12
Rondbénia 3 0,12
Acre 1 0,04
Amazonas 2 0,08
Piaui 1 0,04
Bahia 9 0,37
Pernambuco 7 0,29
Maranhao 5 0,21
Ceara 1 0,04
Paraiba 4 0,17
Alagoas 1 0,04
Goias 3 0,12
Mato Grosso do Sul 5 0,21
Tocantins 1 0,04
Distrito Federal 7 0,29
Parana 1 0,04
Total do Brasil 2.042 84,73
Nao informado 368 15,27
Total 2.410 100,00
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Tabela 8: Distribuicdo de amostras fecais de acordo com as Diretorias
Regionais de Saude (DIRs), no Estado de S&o Paulo. Pesquisa, 2007.

NUumero de amostras

Ejéi?gggi Diretoria Regional de Saude Ndcleo

DIR (N) (%)
S&o Paulo 1 — Capital Sdo Paulo | 410 17,01
Il 222 9,21

Il 183 7,59
v 327 13,57

Vv 212 8,80

2 — Santo André 80 3,32

3 — Mogi das Cruzes 106 4,40

4 — Franco da Rocha 34 1,41
5 - Osasco 343 14,23

6 — Aracatuba 1 0,04

7 — Araraquara 2 0,08

8 - Assis 1 0,04
10 - Bauru 2 0,08
12 - Campinas 10 0,41
15 — Piracicaba 1 0,04
16 — Presidente Prudente 2 0,08
17 — Registro 1 0,04
18 — Ribeirdo Preto 2 0,08
19 - Santos 12 0,50
20 — Sa0 Joao da Boa Vista 1 0,04
21 — S&o José dos Campos 1 0,04
22 — Sao José do Rio Preto 2 0,08
23 — Sorocaba 9 0,37
24 — Taubaté 13 0,54
Total do Estado de Sao Paulo 1.977 82,03

Quanto a consisténcia das fezes, verificada durante o0s ensaios
laboratoriais, estas foram classificadas em: liquidas (30,7%), pastosas (67,1%)

e formadas (2,2%).
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4.4 Analise microscopica

4.4.1 Deteccéo de enteroparasitos

A deteccdo morfoldgica, de ovos e larvas de helmintos assim como de
cistos, oocistos e trofozoitos de protozoarios, realizada através da interacao de
métodos de concentracdo e de coloracdes especificas para protozoarios
emergentes, revelou positividade de 4,6% (111/2.410) para helmintos e de
27,8% (671/2.410) para protozoarios.

Em amostras fecais positivas para helmintos foi observado que 3,8% (92)
apresentavam apenas um; 0,7% (18) apresentavam dois associados; e 0,1% (1)
apresentavam trés associacoes.

Os helmintos encontrados foram: Ascaris Ilumbricoides (1,45%),
Strongyloides stercoralis (1,74%), Ancilostomideo (0,33%), Trichuris trichiura
(1,08%), Hymenolepis nana (0,16%), Enterobius vermicularis (0,16%) e
Schistosoma mansoni (0,50%), como observado na figura 8.

A Figura 9 mostra que a maioria (21,2% = 511) das amostras fecais
examinadas apresentava apenas um tipo de protozoario, embora fossem
observadas associacfes de dois protozoarios para 5,1% (122), de trés para
1,2% (28) e de quatro para 0,4% (10) do total de amostras fecais positivas

(27,8%) para estes parasitos.
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Figura 8: Frequéncia de helmintos detectados em 2.410 amostras fecais
submetidas a diferentes métodos de concentragdo. Pesquisa, 2007.

um dois trés quatro

numero de protozoarios

Figura 9: Frequéncia de numero de protozoarios associados em 671 amostras
fecais com positividade para estes parasitos. Pesquisa, 2007.

Os protozoarios detectados foram: Endolimax nana (7,47%), Entamoeba
coli (5,77%), Entamoeba hartmanni (0,25%), lodamoeba butschlii (0,29%),
Dientamoeba fragilis (0,08%), Entamoeba histolityca / dispar (1,20%), Giardia

lamblia (3,90%), Blastocystis hominis (2,95%), Microsporidio (2,41%),
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Sarcocystis hominis (0,04%), Cyclospora cayetanensis (0,08%), Isospora belli

(2,37%) e Cryptosporidium spp. (9,67%), como apresentados na figura 10.
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Figura 10: Frequéncia de protozoarios detectados em 2.410 amostras fecais
submetidas a diferentes métodos de concentracdo e de coloracdes. Pesquisa,
2007.

4.4.2 Deteccao, quantificacdo e mensuracdo morfoldégica de

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. foi positivo em 9,7% (233/2410) das amostras fecais
analisadas pela microscopia, apds coloracdo pelo método de Kinyoun
modificado.

Em relacdo a quantidade estimada de oocistos de Cryptosporidium spp.,
do total de laminas examinadas, foi observada que 58,4% (136/233)
apresentavam maximo de 10 oocistos de Cryptosporidium spp. em 10 ul de

amostra fecal por lamina (=z 200 campos); 21,0% (49/233) e 20,6% (48/233)
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apresentavam até 50, e acima de 50 oocistos de Cryptosporidium spp. em 100
campos observados, respectivamente.

A mensuracdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. mostrou tamanhos
que variavam de 3,9 um a 7,9 um. Devido a esta variabilidade, os tamanhos
foram categorizados em: menor que 4,5 ym, entre 4,5 ym e 6,0 ym, e acima de
6,0 um, distribuidos em 20, 212 e 13 do total de ldaminas examinadas. Em 12

laminas examinadas encontramos associa¢cdes de tamanhos diferentes.

4.5 Analise molecular

4.5.1 Deteccédo molecular de Cryptosporidium spp. através da PCR — Dupla

Das 233 amostras fecais com oocistos de Cryptosporidium spp. detectados
pela microscopia, preservadas a 20°C negativos, e respeitando o critério de
exclusdo, 223 foram utilizadas para PCR — Dupla, com amplificacdo de
fragmentos de 214 pb em 37,2% (83/223). A figura 11 apresenta a amplificacéo

do fragmento de 214pb para diferentes amostras testadas.

4.5.2 Caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp. através da RFLP

A restricdo dos fragmentos de 214pb obtidos pela PCR — Dupla foram
digeridos pela enzima de restricdo Taqgl que fornece duas bandas: de 76pb e

138pb, caracteristicas em se tratando de C. hominis ou C. parvum. Os
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fragmentos n&o digeridos foram considerados Cryptosporidium spp. (PCR
positiva). A figura 12 apresenta a digestdo do fragmento de 214pb pela enzima

de restricdo Taql para diferentes amostras testadas.
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Figura 11: Imagem do gel de agarose apresentando os fragmentos amplificados
de 214 pb de diferentes amostras fecais submetidas a PCR - Dupla. M -
marcador de peso molecular 50pb; linhas 1, 5, 6, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17 e 19 - amostras positivas; linhas 2, 3, 4, 7, 9 e 18 — amostras negativas.
Pesquisa, 2007.

A digestdo com a enzima Asel diferenciou C. hominis de C. parvum. Para
C. hominis foram obtidas duas bandas: de 58 e 156 pb, enquanto que para C.
parvum, foi verificado uma Unica banda de 214pb do fragmento ndo digerido.
Estes padrbes sdo caracteristicos de digestdo pelas enzimas utilizadas. Os
negativos foram denominados Cryptosporidium ndo parvum ndo hominis. A
Figura 13 apresenta digestdo do fragmento de 214pb para diferentes amostras

testadas e preliminarmente digeridas pela Tagq|.
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Figura 12: Resultado da digestdo do fragmento de 214 pb com a enzima de
restricdo Taql de diferentes amostras clinicas. Linhas M — marcador de peso
molecular 50 bp; linhas 1-3, 5-11 - fragmento digerido com bandas
caracteristicas de C. hominis / C. parvum; linha 4 - fragmento nao digerido pela
enzima (C. ndo parvum nao hominis). Pesquisa, 2007.
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Figura 13: Resultado da digestdo do fragmento de 214 pb com a enzima de
restricdo Asel de diferentes amostras clinicas. Linhas M — marcador de peso
molecular 50 bp; linhas 1-3, 5-8 e 10-11 — fragmento digerido com bandas
caracteristicas de C. hominis; linha 4 - fragmento néo digerido pela enzima (C.

nao parvum nao hominis); linha 9 — fragmento nao digerido pela enzima (C.
parvum). Pesquisa, 2007.
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A digestdo do produto amplificado (214pb) pela PCR em 83 amostras
fecais (PCR positivas) com as enzimas de restricdo citadas (Tagl e Asel),
forneceu caracterizacdo de C. hominis, C.parvum e de Cryptosporidium néo
parvum nao hominis em 62,7 % (52/83). Deste total, obtivemos perfis
caracteristicos com genétipos de C. hominis em 88,5% (46), de C. parvum em
3,8% (2), de Cryptosporidium ndo hominis ndo parvum em 34,9% (18) e de
padrdao misto em 27,2% (14) com C. hominis. Os nao caracterizados foram

considerados Cryptosporidium spp.

4.7 Analise epidemiologica

Cryptosporidium spp. foi detectado em 9,7% (233 / 2.410) das amostras
fecais analisadas por microscopia e esteve associado com presenca de: Ascaris
lumbricoides (0,25%), Strongyloides stercoralis (0,21%), Ancilostomideo
(0,08%), Trichuris trichiura (0,12%), Enterobius vermicularis (0,08%), Endolimax
nana (0,54%), Entamoeba coli (0,33%), Entamoeba hartmanni (0,08%),
lodamoeba butschlii (0,40%), Giardia lamblia (0,78%), Blastocystis hominis
(0,37%), Microsporidia (0,08%) e lIsospora belli (0,37%). Foram observadas
associacfes estatisticamente significativas com Enterobius vermicularis e
Endolimax nana.

A associacdo entre Cryptosporidium spp. e Enterobius vermicularis,

estatisticamente significativa (p = 0,006), envolveu duas criangas do sexo
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feminino, de dois e sete anos de idade, uma da Creche HCFMUSP
apresentando diarréia, e outra do ICR _ HCFMUSP com infec¢do urinéria e
bronquite.

A associacao entre Cryptosporidium spp. e Endolimax nana (p = 0,018), foi
percebida em 13 casos, quatro imunossuprimidos e oito com diarréia. A idade
média foi de 22,8 anos de idade, e nove apresentaram co-infeccdo com outros
protozoarios e ou helmintos.

Em relacdo aos dados clinicos, as associacdes com Cryptosporidium spp.
foram significativas para: controle de saude (p<0,001), HIV/AIDS (p<0,001),
imunodeficiéncia congénita ou adquirida (p = 0,005), leucemia (p = 0,002),
transplante (p = 0,006) e diarréia (p<0,001).

As 2,87% (7/237) do grupo de controle de saude, composto por
funcionarios saudaveis do Complexo HCFMUSP (Divisdo de Nutricdo e
Dietética) submetidos a monitoramento periédico, que apresentaram
Cryptosporidium spp. (p<0,001), tinham idade média de 38 anos e fezes
pastosas.

O grupo HIV/AIDS que apresentou associacdo significativa com
Cryptosporidium spp. (p<0,001), era composto de 40 amostras e apresentou
guatorze co-infeccbes: Isospora belli (3); Giardia lamblia (4), lodamoeba
butschlii e Giardia lamblia (1); Entamoeba coli (1); Endolimax nana (1); Ascaris

lumbricoides e Entamoeba coli (1); Strongyloides stercoralis (1); Isospora belli,
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Strongyloides stercoralis e Trichuris trichiura (1); e Ascaris lumbricoides,
Ancilostomideo, Endolimax nana e Entamoeba coli (1).

Em 20 associagbes entre Cryptosporidium spp. e o0 grupo de
imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas, estatisticamente significativa (p =
0,005), dezenove eram criangas, doze apresentavam diarréia e as seguintes co-
infecgbes: Giardia lamblia (1); Endolimax nana e Giardia lamblia (1); e Isospora
belli, Entamoeba coli e Blastocystis hominis (1).

A associacdo de Cryptosporidium spp. com leucemia (p = 0,002) foi
acusada em seis criangas, onde cinco apresentavam diarréia, trés tinham
deficiéncias de imunoglobulinas e uma apresentava co-infeccdo com
Blastocystis hominis.

Para o grupo de transplantes (p = 0,006), Cryptosporidium spp. foi
detectado em cinco casos, trés adultos e duas criancas, dois (40%)
apresentavam diarréia e uma co-infeccdo com Endolimax nana.

Dados de diarréia foram recuperados em 48,7% (838/1721) do total de
registros e mostrou estatisticamente significativa (p<0,001). Cryptosporidium
spp. foi detectado em 5,7% (50/883) dos casos sem e em 17,2% (144/838) dos
casos com diarréia. Nos casos com diarréia foi observada maior concentracéo
em criancas de até cinco anos de idade (3,45 %) e em imunossuprimidos
(3,29%). As co-infeccbes apresentadas foram: Ascaris lumbricoides e
Entamoeba coli (1); Enterobius vermicularis (1); Strongyloides stercoralis (1);

Strongyloides stercoralis, Trichiuris trichiura e Isospora belli (1); Ascaris
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lumbricoides, Ancilostomideo, Endolimax nana e Entamoeba coli (1); Endolimax
nana, Entamoeba coli e Entamoeba hartmanni (1); Endolimax nana e Giardia
lamblia (2); Endolimax nana (3); Giardia lamblia e lodamoeba butschlii (1);
Giardia lamblia e Isospora belli (1); Giardia lamblia (9); Isospora belli (3);
Blastocystis hominis (5); Blastocystis hominis e Microsporidio (1); e
Microsporidio (1).

Cryptosporidium spp., C. hominis, C. parvum e Cryptosporidium néo
parvum ndo hominis ndo apresentaram associac¢des significativas com outros
dados clinicos relacionados.

Em relacéo a variavel quantitativa CD4, quando aplicado o teste ANOVA,
nao foi observado correlacdo estatisticamente significativa com os genotipos
caracterizados de Cryptosporidium (Tabela 9).

Tabela 9: Correlacdo de amostras fecais com perfis caracteristicos dos
gendtipos de C. hominis, de C. parvum e de Cryptosporidium ndo hominis nao

parvum, caracterizados pela analise molecular, com marcador imunologico —
CD4. Pesquisa, 2007.

CD4 N Média  Desvio Valor de p
(cél/ul) padréo (ANOVA)

Cryptosporidium spp. Negativo 11 215,91 393,72 0,315
Positivo 7 29,43 11,31

C. hominis Negativo 13 185,62 435,05 0,586
Positivo 5 33,6 37,09

C. parvum Negativo 17 146,59 383,82 0,886
Positivo 1 89 0

C. ndo parvum nao Negativo 18 143,39 372,6 Nao

hominis Positivo 0 possivel
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A distribuicdo de amostras fecais contendo oocistos de Cryptosporidium
spp., quando analisadas por microscopia, por sexo e faixa etaria € mostrada na
Tabela 10. Estas associagbes se mostraram estatisticamente significativas (p<
0,001) quando aplicado o teste do Qui-quadrado.

Tabela 10: Distribuicdo de amostras fecais microscopicamente positivas para
oocistos de Cryptosporidium spp. de acordo com sexo e idade na populagéo
estudada. Pesquisa, 2007.

Cryptosporidium spp.

Positivo Negativo Total
N % N % N %

Sexo Feminir_lo 99 4,11 1203 49,92 1302 54,02

masculino 134 5,56 974 40,41 1108 45,98
Total 233 9,67 2177 90,33 2410 100,00

<5 96 4,02 582 24,40 678 28,42
Faixa 6-10 32 1,34 239 10,02 271 11,36

11-15 2 0,08 31 1,30 33 1,38
etaria 16— 20 1 0,04 33 1,38 34 1,42

21-40 52 2,18 359 15,05 411 17,23
(anos) 41-60 44 1,84 370 15,52 414 17,36

> 60 4 0,17 540 22,64 544 22,81
Total 231 9,69 2154 90,31 2385 100,00

N&do foram observadas correlacdes estatisticamente significativas de
Cryptosporidium spp., C. hominis, C. parvum e Cryptosporidium nao parvum
ndo hominis com estado civil, raca e tempo de preservacdo da amostra fecal.

Foi observada correlacdo estatisticamente significativa entre C. parvum
(p< 0,001) e Cryptosporidium ndo parvum ndo hominis (p = 0,017) com
atividades setoriais.

Cryptosporidium spp. foi estatisticamente significativo para fezes liquidas e
pastosas (p< 0,001), além de C. hominis que também o foi para fezes formadas

(p = 0,035), quando aplicado o teste de Qui-quadrado.
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Quando correlacionamos o0s tamanhos diferenciados de oocistos
observados durante a microscopia, obtivemos correlacdes estatisticamente
significativas entre C. hominis com oocistos de até 6 ym de didametro (p=0,003)
e entre Cryptosporidium ndo parvum ndo hominis com 0s que apresentam
didmetro maior que 6 um (p<0,001). Estas correlagdes estatisticamente
significativas nao foram observadas para C. parvum e Cryptosporidium spp.

Foi observada correlagéo estatisticamente significativa entre C. hominis (p
= 0,025) e quantidade de oocistos detectados e estimados durante a
microscopia. Nao foram observadas para C. parvum (p = 0,526), C. hominis
nao parvum ndo hominis (p = 0,297) e Cryptosporidium spp. (p = 0,133).

Do total de 9,7% (233 / 2.410) amostras fecais analisadas por microscopia,
91,6% pertenciam ao estado de S&o Paulo; 1,2% a outros estados da
Federacdo, e 7,2% nao tiveram informacdo resgatada, conforme mostrado na
Figura 14. No Estado de Sdo Paulo, a grande maioria se concentrou na capital
(56,18%) e regido da Grande Sao Paulo (23,36%), embora ndo tenha tido
associacao estatisticamente significativa (p = 0,711).

Do total de amostras fecais, com positividade microscépica para oocistos
de Cryptoporidium spp. e enderecos recuperados através de registros,
caracterizados pela andlise molecular, a distribuicdo final dos perfis
caracteristicos de C. hominis (95,7% = 44/46), de C. parvum (100,0% = 2/2) e

de Cryptosporidium n&o hominis ndo parvum (88,8% = 16/18) obtidos se
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concentraram no Estado de S&o Paulo, uma vez que ndo foi possivel sua

caracterizacao em outras regioes do Brasil, como mostra a Tabela 11.

Figura 14: Distribuicdo de amostras fecais com positividade microscopica para
oocistos de Cryptoporidium spp. em diferentes regiées do Brasil. Pesquisa,
2007.
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Tabela 11: Distribuicio de amostras fecais com perfis caracteristicos dos
genotipos de C. hominis, de C. parvum e de Cryptosporidium ndo hominis ndo
parvum, caracterizados pela analise molecular, de acordo com as Diretorias
Regionais de Saude (DIRs), no estado de Sao Paulo, Brasil. Pesquisa, 2007.

Diretoria C. C. Cryptosporidium
Estado da Regional de hominis parvum n&o hominis ndo
Federacéo Saude parvum
DIR Nucleo
N % N % N %
1 — Capital Séo 12 26,1 O 0 7 38,9
SP
Paulo |
Il 4 87 O 0 1 5,5
11 3 65 0 0 1 55
v 9 196 O 0 3 16,7
\% 6 130 O 0 1 5,5
2 — Santo 1 22 0 0 0 0
André
3 — Mogi das 5 109 1 50,0 2 11,2
Cruzes
4 — Franco da 1 22 O 0 0 0
Rocha
5 - Osasco 3 65 1 500 1 55
16 — Presidente 0 0 0 0 0 0
Prudente
23 - Sorocaba 0 0 0 0 0 0
Total 44 95,7 2 100 16 88,8
Nao informada 2 43 O 0 2 11,2
Total 46 100 2 100 18 100
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5. DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido com o intuito de detectar e caracterizar
Cryptosporidium spp. em um hospital universitario, avaliando sua relacdo com
outros enteroparasitos, com dados clinicos e localizacdo geografica. Ele é
continuidade de outro estudo, neste mesmo hospital, onde foi verificada a
presenca de surto diarréico com deteccdo e caracterizacdo de Cryptosporidium
hominis.

A escolha do HCFMUSP se justifica por ser um hospital universitario, que
atende pacientes provenientes de todas as regides do pais. Também, porque 0
Servico de Parasitologia da DLC-HCFMUSP utiliza varios meétodos de
concentracao e coloracéo para deteccéo de parasitos, inclusive de protozoarios
emergentes; e conta com equipe altamente capacitada para diagnostico
parasitoldgico.

A maioria (96,82%) das amostras analisadas pertencia ao Estado de Sao
Paulo (DIR 1 a DIR 24), sendo que 56,18% se localizavam no Municipio de Sao
Paulo (DIR 1), maior cidade do Brasil com saneamento basico e nivel socio
econdmico cultural diferenciados. Apdés reformulacdo no atendimento
ambulatorial do HCFMUSP em 2004, a regido metropolitana de Sdo Paulo tem
atendimento prioritario (S&o Paulo - Municipio, 2004; Fundacdo Faculdade de

Medicina, 2004).
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Em relagéo aos enteroparasitos detectados a positividade observada foi de
4,6% e 27,8% para helmintos e protozoarios, respectivamente. Estes dados
mostram padrdo compativel com areas com adequado saneamento bésico, o
gue explica a semelhanca, também, com os dados encontrados nos Estados
Unidos da América (Ribes, 2004), na Republica da Coréia (Guk et al, 2005), na
Colémbia (Botero et al, 2003), na Venezuela (Devera et al, 2003), e na Nigéria
(Ikeh et al, 2006).

Quanto a frequéncia encontrada para cada parasito detectado, esta é
menor do que as relatadas por inumeros trabalhos realizados durante as duas
ultimas décadas no Brasil (Anexo A), que apresentam taxas de positividade
variando de 7,8% (Wainstein e Petrillo, 1987) a 93% (Ferreira MR et al, 1998).
Estes valores, entretanto, mostram a diversidade na selecdo da amostragem
das populacdes estudadas, da falta de padronizacdo dos métodos de coleta, da
conservacdo e da analise das amostras fecais. Independentemente da
heterogeneidade apresentada, que dificulta a comparacdo destes estudos, é
notorio que a prevaléncia é diretamente proporcional as condi¢cdes sociais,
econdmicas e culturais da populacéo.

Assim sendo, entre os helmintos detectados destacamos o declinio dos
geohelmintos: Ascaris lumbricoides, Ancilostomideos e Trichuris trichiura,
provavelmente, decorrente da melhoria das condi¢cdes sociais, econémicas e
sanitarias, justificando a mudanca na tendéncia historica relatada por outros

pesquisadores (Waldman et al, 1999; Ludwig et al, 1999; Ferreira MU et al,
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2000). A taxa maior de Strongyloides stercoralis (1,74%) é semelhante a outros
estudos realizados com populacdes de risco (Silva CV et al, 2005; Botero et al,
2003; Cimerman et al, 2002; 1999a; 1999b; Moura et al, 1989) mostrando a
importancia de seu diagnoéstico. O encontro de ovos de Enterobius vermicularis
(0,16%) foi ocasional, uma vez que para sua detec¢ao € necessario o emprego
de técnica especifica (Carvalho et al, 2006). A sua associacdo com
Cryptosporidium spp., estatisticamente significativa, pode ser devida a sua
maior deteccdo em criangas, grupo que apresentaria maior suscetibilidade
(Carvalho et al, 2006).

Em relac&o aos protozoarios, a presenca da Endolimax nana, Entamoeba
coli, Entamoeba hartmanni, lodamoeba bustchlii, indica a exposicdo do
hospedeiro a fontes de infeccédo (Melo et al, 2004; Graczyk et al, 2005).

A deteccdo de Cryptosporidium spp. em 9,7% (233/2410) das amostras
submetidas a coloracdo de Kinyoun modificado, observadas em microscopia de
luz, era esperada, ja que este estudo selecionou pacientes considerados grupos
de risco para protozoarios emergentes (Curry e Smith, 1988; Botero et al, 2003;
Ferreira e Borges, 2002; Wilson, 2005; Guk et al, 2005).

Durante o periodo de junho de 1996 a dezembro de 2001, um
levantamento retrospectivo de 7.050 exames com solicitacdo de pesquisa de
Cryptosporidium spp. teve positividade de 4,6% (325/7050) distribuida em 36%
para pacientes HIV positivos; 16,3% para criangas menores de dois anos e

48,2% em adultos (Oliveira, 2002). Durante o periodo de fevereiro de 2000 a
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maio de 2001, 429 amostras fecais foram submetidas a coloracéo de esfregaco
pelo método de Kinyoun e avaliadas por microscopia Optica comum. Como
resultado, 15,6% (67/429) foram positivas para Cryptosporidium sp, com
significativa predominancia em fezes liquidas e pastosas (p<0,0001), além de
gue sorologia positiva para HIV foi considerada um fator de risco (p<0,0001;
OR: 9,0; IC95% 3,9 — 20,8) (dados nao publicados).

A observacdo de associacbes estatisticamente significativas de
Cryptosporidium spp. com grupos: HIV/AIDS (p<0,001), leucemia (p=0,002),
transplantes (p=0,006), e de imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas
(p=0,005), confirmam a suscetibilidade de pacientes imunocomprometidos a
criptosporidiose, ja relatada na literatura (Hunter e Nichols, 2002; Leav et al,
2003; Guk et al, 2005; Cimerman et al, 1999a).

As correlacdes de amostras fecais com perfis caracteristicos dos genaotipos
de C. hominis, de C. parvum e de Cryptosporidium ndo hominis ndo parvum,
caracterizados pela analise molecular, com contagem sanguinea de linfocitos T-
CD4 nao foram estatisticamente significantes, contrariando a literatura
(Casemore, 1990; Current e Garcia, 1991; Hunter e Nichols, 2002),
provavelmente pelo baixo nimero de registros recuperados (7,7%).

Dentre os sintomas correlacionados, a correlacdo estatisticamente
significante com diarréia foi concordante com a literatura, uma vez que faz parte
da patogenia desta infeccao (Agnew et al, 1998; Dillingham, 2002; Leav et al,

2003; Ramirez et al, 2004; Chalmers et al, 2005; Sunnotel et al, 2006b).
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As co-associacbes de outros protozodrios como: Entamoeba coli;
Endolimax nana; Entamoeba hartmanni; Giardia lamblia; lodamoeba butschlii;
Isospora belli; Blastocystis hominis e Microsporidio indicam a importancia da
rota fecal — oral na transmissdo desta infeccdo, assim como a exposi¢cdo do
hospedeiro a freqientes fontes de infeccdo. (Chalmers et al, 2005; Casemore,
1990). Fato enfatizado pela correlacdo estatisticamente significativa entre
Cryptosporidium spp. e Endolimax nana.

A correlacéo significativa de Cryptosporidium spp. com sexo (p< 0,001) e
faixa etaria (p< 0,001) teve taxas maiores para 0 sexo masculino e para
criancas menores de cinco anos, dados semelhantes aos obtidos por Agnew et
al (1998), seguida da faixa de 21 a 40 anos. Considerando que a deteccéo
destes oocistos foi observada em todas as faixas etarias, tanto do sexo
masculino como feminino, 0 que mostra condicfes semelhantes de exposicéo a
infeccdo, parece que esta concentracdo se deva, principalmente a atividades
diarias desenvolvidas pelos diferentes segmentos analisados (Devera et al,
2003; Leav et al, 2003; Ikeh et al, 2006). Importante ressaltar que neste estudo
foi observada correlacdo significativa entre atividades setoriais desenvolvidas
pelos hospedeiros com C. parvum e Cryptosporidium ndo parvum nao hominis.

Embora amostras fecais liquidas (p<0,001) e pastosas (p<0,001) foram
estatisticamente significativas a presenca de Cryptosporidium spp., este foi

detectado também em fezes formadas, denotando a importancia destes

hospedeiros no ciclo de transmissdo dos oocistos e ainda, potenciais fontes de
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contaminagdes ambientais (Chalmers et al, 2005; Ramirez et al, 2004,
Gracenea et al, 2002; Casemore, 1990), assim como a deteccéo,
estatisticamente significante (p<0,001), de oocistos em funcionarios saudaveis
submetidos a controle periédico.

A deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em portadores saos €
muito mais comum do que ja relatado, haja vista estudos realizados em
populacdes higidas, tais como o de 298 criancas do municipio de Itanhomi,
Minas Gerais, que revelaram positividade de 5,8% para Cryptosporidium spp.
(Goncgalves et al, 2003); o de 344 amostras fecais advindas de amostragem da
populacdo geral de Serra dos Aimorés, Minas Gerais, em 2002, com 3,5%
(Goncgalves et al, 2005b); ou o0 de 195 criancas e adolescentes quilombolas do
Vale do Ribeira, Sdo Paulo, em 2003, com positividade de 3,6% (dados nao
publicados).

A prevaléncia deste parasito em populacfes aparentemente saudaveis
confirma o grau de morbidade e mortalidade associado aqueles em que o
sistema imune esta comprometido, além de sua contaminacdo ambiental (Leoni
et al, 2006; Savioli et al, 2006; Chalmers et al, 2005; Thompson e Chalmers,
2002). Neste estudo, Cryptosporidium hominis foi o Unico que apresentou
associacao significativa (p=0,035) com fezes formadas, mostrando a
importancia da investigacdo também neste segmento.

Embora o método de coloracdo seja considerado padrdo ouro para o

diagnostico, este s6 pode ser realizado por microscopista treinado, e nédo
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permite diferenciacdo de espécies ou gendtipos, assim como 0s métodos
imunoldgicos (Morgan et al, 1996; Singh, 1997; Sturbaum, 2001, Goncalves,
2002; Sulaiman et al, 2005; Feltus et al, 2006; Savioli et al, 2006). Assim sendo,
0os métodos moleculares, como PCR, sdo necesséarios para deteccdo de
pequeno numero de oocistos (Johnson et al, 1995, Morgan et al, 1998a; Zhu et
al, 1998; da Silva et al, 1999; Xiao et al, 2006), fornecendo informacdes
adicionais a microscopia e auxiliando os epidemiologistas na vigilancia de
agentes infecciosos e determinacao de fontes de infeccédo (Morgan et al, 2000;
Chalmers et al, 2005; Sunnotel et al, 2006b).

Considerando-se que, no Brasil, muitos laboratdrios ainda nédo detectam
oocistos de Cryptosporidium spp. como rotina (Castilho, 2002; Sodré e Franco,
2001), ha falta de informacdes sobre espécies e genotipos circulantes em nosso
pais. O niumero de amostras positivas detectadas em nossos estudos nos leva
a propor padronizacdo de técnicas moleculares nos laboratérios brasileiros,
visando a caracterizacdo genotipica do Cryptosporidium spp., em amostras
isoladas de material fecal. Estes resultados poderdo ser Uteis para determinar
as fontes de infec¢do durante surtos e estudar a dindmica de transmissao nos
focos endémicos, sem depender de centros de referéncias externos como tem
ocorrido (Goncalves, 2002; Gomes, 2003; Brantley et al, 2003; Gatei et al, 2003;
Araujo, 2004; Bushen et al, 2007).

De acordo com a literatura, a conservacdo de amostras fecais para analise

molecular pode ser feita em dicromato de potassio 2,5 % a 4°C (Jonhson et al,
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1995; Morgan e Thompson, 1998b; da Silva et al, 1999; Gatei et al, 2003;
Goncalves et al, 2006a; Zhou et al, 2006), em etanol absoluto na temperatura
ambiente (Jongwutiwes et al, 2002; Tiangtip e Jongwutiwes, 2002; Nsubuga et
al, 2004), em formalina a 10% (Jonhson et al, 1995; Zhu et al, 1998), sob
refrigeracdo a 4°C (McLauchlin et al, 2000; Pedraza-Dias et al, 2001; Leoni et
al, 2006; Morse et al, 2007), a 20°C negativos (Xiao et al, 2001; Nsubuga et al,
2004) ou a 80°C negativos (Pieniazek et al, 1999), ou ainda, ap0s processo de
dissecacao com silica (Nsubuga et al, 2004).

Jonhson et al (1995), Pieniazek et al (1999) e Jongwutiwes et al (2002)
relatam efeito inibidor do dicromato de potassio e da formalina na PCR. O uso
de formalina resulta em reacdes negativas. Amostras em dicromato de potassio
podem ser utilizadas por até um ano sem comprometer a sensibilidade,
necessitando que seja removido por lavagem da amostra antes do processo de
lise. Zhu et al (1998) contestam o efeito inibitério da formalina, e afirmam que a
inibicdo é causada pela extracdo inadequada do DNA.

Higgins et al (2001) utilizaram amostras conservadas, pelo tempo maximo
de trés meses, em formalina e em dicromato de potassio, ap0s extracdo de
DNA com Mo Bio UltraClean™ Soil DNA kit e Qiagen QlAamp™ DNA Stool kit,
para reacdo de PCR em tempo real, com sensibilidade diminuida para as
conservadas em formalina. Por outro lado, Limor et al (2002) realizaram reacéo

de PCR em tempo real, com amostras conservadas em dicromato de potassio
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pelo periodo de até um ano, com identificacdo de cinco espécies patogénicas
para o homem.

Em 2002, foram caracterizados C. hominis em amostras fecais obtidas em
surto diarréico ocorrido na Creche do complexo HC. Para isto, 61 amostras
positivas, conservadas em dicromato de potassio 2,5%, foram encaminhadas
ao Centers for Disease Control and Prevention (CDC), de Atlanta, USA, para
analise molecular. A extracdo de DNA foi feita com a utilizacao de reagentes do
FastDNA® kit e QIAquick PCR purification kit (da Siva et al, 1999). Foram
utilizados dois diferentes pares de iniciadores, CRY12/CRY14 e CRY15/CRY9,
gue geram dois fragmentos independentes dos dominios C e N terminal do gen
COWP, respectivamente (Spano et al, 1997) e um par de iniciadores
CPBDIAGF/CPBDIAGR que amplificam fragmento da regido de codificacdo do
SSUrRNA (Johnson et al, 1995). A genotipagem do Cryptosporidium spp. foi
baseada no seqiienciamento de todos os trés fragmentos, fornecendo maior
consisténcia para a andlise. O fragmento esperado foi amplificado em 49,2%
das amostras positivas testadas e o sequenciamento com base nos trés
fragmentos para 73,3%; com base em pelo menos um par de iniciadores usado
em 20% e o restante ndo sequenciado devido a quantidade insuficiente de
DNA. Em 19,3% das amostras a amplificacdo resultou em fragmento de
tamanho diferente do esperado, ndo sequenciado e em 31,5% foram negativas

(Gongalves, 2002).
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Entre agosto e outubro de 2004, com a vinda de Cox MJ e Whitehead M,
pesquisadores da Universidade de Coventry, Inglaterra, ensaiamos no
Laboratorio de Patologia das Moléstias Infecciosas da FMUSP, 153 amostras
fecais conservadas em dicromato de potassio 2,5%. A extracdo do DNA foi feita
com o “QIAMP DNA stool mini kit” (Qiagen Inc, Santa Clarita, CA) de acordo
com o fabricante. Foram desenvolvidas duas PCR para amplificagdo do DNA.
Para um fragmento da regido de codificacdo do SSUrRNA foi utilizada a PCR
dupla, com os iniciadores CP 1325 A/ CP 1325 B para a primeira reacao e CP
826 A / CP 826 B para a segunda reacdo (Xiao et al, 1999). O par de
iniciadores CRY15/CRY9 foi utilizado para gerar fragmento do gene COWP
(Spano et al, 1997). A genotipagem do Cryptosporidium spp. foi baseada na
digestdo dos produtos de PCR com enzimas de restricdo Sspl e Vspl para
regido SSUrRNA, e Rsa para gen COWP (Jiang & Xiao, 2003). O fragmento
esperado foi amplificado em 10,46% (16/153) e 20,91% (32/153) das amostras
positivas testadas para fragmento da regido de codificagdo do SSUrRNA e
fragmento do gen COWP, respectivamente. A digestdo com enzimas de
restricdo foi negativa para a totalidade de amostras, provavelmente por nao
reprodutibilidade dos ensaios realizados (dados nao publicados).

Em marco de 2005, comecamos a testar as amostras positivas pela
microscopia, de acordo com o protocolo desenvolvido anteriormente (Carvalho-
Almeida, 2004) no Laboratério de Saude Publica da Faculdade de Salde

Publica da USP.
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E sabido que ndo existe padronizacdo de técnica de PCR para
identificacdo de Cryptosporidium spp., do mesmo modo que o desenvolvimento
desta metodologia depende da recuperacéo eficiente de oocistos, da lise de sua
parede celular, da prevencdo de contaminantes, da escolha do marcador
genético e de seus iniciadores (Chalmers et al, 2005).

Para a lise da parede dos oocistos e extracdo do DNA, amostras fecais
armazenadas a 20°C negativos, por esta razdo foram excluidas dez amostras,
sofreram duas incubacbes seguidas: uma para rompimento e outra para
digestdo da parede celular do oocisto. Primeiramente, foram incubadas com
solucéo de lise (Tris-HCI + EDTA + SDS 10% + (3 mercaptoetanol). O EDTA
inicia a ruptura da parede celular, o Tris-HCI equilibra o pH (= 8,0) assegurando
a lise, o SDS atua na camada lipidica da membrana, e o 3 mercaptoetanol
retarda a oxidacdo do DNA facilitando sua recuperacdo. Outra incubacéo foi
realizada com proteinase K, provocando a digestdo da parede celular. Para
extracdo do DNA foi utilizado fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1). O
composto fenol-cloroformio desnatura proteinas, que formam uma camada de
interface entre as fases aquosa e organica, ficando o DNA retido na fase
aquosa. O alcool isoamilico remove residuos organicos e precipita o DNA na
solucdo aquosa.

A etapa de remocédo da fase aquosa era um ponto critico durante o ensaio,
pois a camada de interface ndo podia ser transferida, porque em contato com o

alcool formava um precipitado permanente do DNA que impossibilitava sua
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posterior amplificacdo. Este problema foi eliminado com a introdugéo do tubo
Phase Lock Gel light (Eppendorf®, Germany) (Araujo et al, 2006; in press).

Este protocolo (Carvalho-Almeida, 2005) estd implantado no local de
estudo e € de baixo custo, fornece DNA em boa quantidade e qualidade, em
detrimento de varios protocolos relatados pela literatura (Nichols et al, 2006b).

Dentre os varios protocolos, podemos citar como poucos exemplos:
fervura de oocistos em PBS e PVP seguida de extracdo com perolas de vidro e
QlAamp DNA (Morgan et al, 1998a), fervura em tampédo de lise seguida de
choque térmico e purificacdo com QlAamp DNA stool mini kit (Bialek et al,
2002), separacao imunomagnética seguida de choque térmico e QlAamp DNA
stool mini kit (Jiang et al, 2005), separacdo imunomagnética seguida de
QIAamp DNA stool mini kit (Xiao et al, 2006), choque térmico e QIAamp DNA
stool mini kit (Bushen et al, 2007), choque térmico em tampéao de lise contendo
proteinase K e sarkosyl seguido de extragcdo com fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) e extracdo com cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) (Peng
et al, 1997), choque térmico em tampéao de lise contendo proteinase K (Nichols
et al, 2006a), choque térmico em fenol-cloroférmio e purificacdo com Gene-
Clean (Feng et al, 2000), choque térmico seguida de extracdo com QlAamp
DNA stool kit (Gatei et al, 2003; Houpt et al, 2005; Neira-Otero et al, 2005;
Ramirez e Sreevatsan, 2006), choque térmico seguido de tratamento com SDS
e extragcdo com Wizard DNA Clean-up System (Zhou et al, 2006), incubagé&o

com tampé&o de lise contendo proteinase K seguida de extracdo com QIAMP
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DNA stool kit (Chalmers et al, 2005), incubacdo com KOH e HCI seguida de
extracdo com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e purificagdo com
QIAMP DNA stool kit (Xiao et al, 2002; Peng et al, 2003; Sulaiman et al, 2005;
Feltus et al, 2006), incubacdo com KOH e HCI seguida de purificacdo com
QIAMP DNA stool kit (Samie et al, 2006), extracdo com fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (25:24:1) e purificacdo com QIAMP DNA stool kit (Thompson et al,
2007), extragdo com QIAMP DNA stool kit (Gatei et al, 2006; Das et al, 2006;
Magi et al, 2006; Soba et al, 2006; Soldan et al, 2006; Trotz-Williams et al,
2006), uso de tiocianato de guanidina associado a pérolas de vidro e PVP (Silva
S, 2004), uso de tiocianato de guanidina associado a pérolas de zirconio e PVP
(Leoni et al, 2006), incubacdo com KOH seguida de extracdo com QIAMP DNA
stool kit (Alves et al, 2003), FastDNA kit e QIAquick PCR purification kit (da
Silva et al, 1999; Goncgalves, 2002; Scorza et al, 2003) .

A sensibilidade da PCR ¢é afetada pela presenca de inibidores orgéanicos e
inorganicos presentes em amostras fecais (Ramirez e Sreevatsan, 2006).
Preliminarmente, todos os DNA alvos eram diluidos para amplificacdo, e os que
resultavam negativos eram refeitos sem diluicdo. Este procedimento dilui
substancias inibidoras sem mascarar o DNA, ao mesmo tempo em que pode
comprometer a sensibilidade (Scorza et al, 2003). A introducdo de PVP, que
assegura remocéao eficiente de inibidores que podem coprecipitar o DNA duante

sua extracdo, e ap0s posterior tratamento com uma solucédo de lise, melhorou a
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amplificacdo final, tanto para amostras clinicas como para ambientais (Araujo et
al, 2006; in press).

Varios marcadores genéticos podem ser utilizados para deteccado de
isolados de Cryptosporidium spp. (Widmer et al, 2002; Egyed et al, 2003;
Ramirez et al, 2004; Sunnotel et al, 2006a) e o gene 18 SSUrRNA foi
selecionado pelas caracteristicas apresentadas.

Em particular, muitos estudos (Jonhson et al, 1995, Xiao et al, 1999, 2000,
2002; Gatei et al, 2002, 2003, Coupe et al, 2005) demonstram que um
fragmento da pequena subunidade ribossomal do gene RNA (SSUrRNA),
regido altamente conservada, € capaz de amplificar todas as espécies de
Cryptosporidium comumente relacionadas as infeccbes humanas, devido ao
alto grau de homologia na sequéncia presente em diferentes isolados e
espécies deste parasito.

O gene em questao é naturalmente presente, em cinco copias, no genoma
inteiro do Cryptosporidium. Suas regides ITS (espaco interno transcrito) séo
ricas em AT, repetitivas e altamente variaveis, permitindo que exibam
diferencas significativas entre os genaotipos, mas variacao minima entre isolados
de algumas espécies de hospedeiros (Jiang e Xiao, 2003; Chalmers et al, 2005;
Sunnotel et al, 2006a; Trotz-Williams et al, 2006), indicando inferéncias
filogenéticas em atuais estudos de alinhamento de seqtiéncias de DNA com
outras registradas em bancos de dados especializados (Coupe et al, 2005;

Zhou et al, 2006).
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Algumas vezes, a PCR é dificultada por componentes que atuam como
inibidores, e da dificuldade de padronizacdo da quantidade dos componentes
(DNA, Tag DNA polimerase e dNTPs) usados na reagao, que em excesso ou
deficiéncia comprometem a sensibilidade do método, assim como as condi¢des
em que a reagdo é submetida.

Em principio, foi utilizado o protocolo desenvolvido anteriormente
(Carvalho-Almeida, 2004), resultando em grande quantidade de néo
amplificacdo do produto pela PCR (dados ndo apresentados), necessitando de
ajustes de temperaturas, quantidade de componentes da reac&o, assim como
avaliacdo dos fornecedores de insumos.

Em agosto de 2006, comecamos a trabalhar com PCR dupla e restricdo de
seus produtos amplificados (amplicons) por digestdo enzimatica (RFLP),
baseados no protocolo de Coupe et al (2005), aliada a introducdo do PVP e do
tubo Phase Lock Gel light durante a extracdo do DNA, como citado
anteriormente. Para testar a reprodutibilidade da técnica, amostras clinicas e
ambientais, sabidamente positivas, foram ensaiadas diversas vezes com
adequacdes necessarias.

A vantagem da PCR dupla, que envolve duas amplificacdes seguidas com
diferentes pares de iniciadores, € o aumento da sensibilidade e especificidade
(Morgan e Thompson, 1998b). E util na deteccdo de pequeno nimero de
organismos presentes em matriz diversa, como amostra fecal e ambiental

(Amar et al, 2004).
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Coupe et al (2005) elegeram o gene 18 SSUrRNA pelas caracteristicas
apresentadas acima e determinaram sitios de restricdo, entre 0os nucleotideos
179 e 271, apropriados para identificacdo de espécies e subespécies de
Cryptosporidium. Devido a diversidade genética de isolados de Cryptosporidium
registrada, a caracterizacdo destes parasitos por digestdo de produtos
amplificados com enzimas de restricdo (RFLP), apesar das limitacdes, permite,
no minimo, a identificacdo de C. parvum e C. hominis, responsaveis pela
maioria das infec¢cdes humanas.

A confirmacdo de Cryptosporidium por PCR dupla em 37,2% (83/223) das
amostras detectadas pela microscopia nos fez avaliar diversos fatores
responsaveis por esta ocorréncia.

Dentre os fatores que podem resultar em PCR negativa esta a amostra
fecal contendo concentracdes variaveis de substancias inibidoras, tais como:
sais biliares, proteinas, complexos polissacarideos, bilirrubina e compostos
fendlicos, dependentes da dieta, da flora intestinal e das condicfes de saude do
hospedeiro; ou, ainda, conter numero baixo de oocistos, ndo distribuidos
uniformemente na amostra fecal, ou ndo presentes na aliquota separada para a
extracdo, implicando em auséncia ou deficiéncia do DNA alvo; também, a néo
preservacdo adequada ou degradacdo do DNA durante o tempo de
armazenamento.

As amostras fecais utilizadas estavam armazenadas a 20°C negativos,

eliminando possiveis efeitos inibidores do dicromato de potassio e da formalina
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na PCR (Jonhson et al, 1995; Pieniazek et al, 1999; Jongwutiwes et al, 2002).
Para minimizar os inibidores intrinsecos utilizamos o PVP, como ja descrito
anteriormente.

Embora, a literatura relate a relacdo inversa entre tempo de
armazenamento da amostra fecal e qualidade de DNA extraido com
consequente perda da sensibilidade da PCR (Piggott, 2004), ndo foi obtida
correlacdo estatisticamente significativa (p>0,05) para ano de coleta, dado
concordante com os de Nsubuga et al (2004), que, também, ndo observaram
interferéncia sobre seus resultados analisando amostras coletadas ha 33
meses. Diferentemente de Limor et al (2002), Higgins et al (2001), que
utilizaram amostras conservadas por um periodo de trés e doze meses,
respectivamente.

A deteccdo morfoldgica foi feita por microscopistas treinados, e a maioria
das amostras examinadas apresentava pequena quantidade de oocistos
(maximo de 10 oocistos/10 ul de amostra fecal). Diante deste fato fizemos
testes adicionais, com replicacdo de amostras durante a extracdo de DNA, que
implicou em concentracdo de material e garantiu amplificacdo do produto
(dados ndo apresentados). Esta estratégia foi utilizada por Xiao et al (2006)
aumentando a eficacia da PCR de 62% para 86%, em amostras ambientais,
com baixo numero de oocistos presentes, aumentando, também, a
possibilidade de detec¢do de gendtipos multiplos em agua de superficie. Este

processo implica em maior demanda de tempo e de insumos, inviabilizando a
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metodologia como ferramenta diagndstica para amostras clinicas, mas sera
objeto de estudos posteriores.

Embora Coupe et al (2005) afirmarem a alta sensibilidade da PCR-RFLP,
acreditamos que o numero baixo de oocistos de Cryptosporidium detectado
pela microscopia influencia o resultado, provavelmente pela distribuicdo
heterogénea na amostra ou mesmo por preservar aliquotas isentas do DNA
alvo. Esta correlacédo foi estatisticamente significativa para o C. hominis (p =
0,025).

Resultados discordantes entre a microscopia e a PCR foram relatados por
Magi et al (2006) que detectaram pela PCR, positividade de 20% nas suas
amostras, pela presenca de poucos oocistos distribuidos de forma né&o
homogénea no material fecal analisado, assim como por Peng et al (2003), com
35,3% de positividade sugerindo longo tempo de armazenamento das
dezessete amostras fecais em formalina. Neste estudo Peng et al (2003)
analisaram, ainda, 248 amostras fecais de bezerros e 17 amostras de agua,
com positividades de 24,2% e 68,8%, respectivamente.

Em contra partida, os dados gerais obtidos pela PCR (37,23%), neste
estudo, resultou em um dado extremamente positivo, quando comparado com
os derivados de parcerias anteriores, ou seja, da amplificacdo de 49,2% das
amostras positivas testadas pelo CDC e de no maximo de 20,9% com o0s
pesquisadores da Universidade de Coventry, Inglaterra. Considerando que,

estes dois estudos foram desenvolvidos por pesquisadores inseridos na
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pesquisa diagndstica por biologia molecular, com protocolos sedimentados para
PCR, além do uso de reagentes comerciais para extracao de DNA (kits), neste
trabalho foi padronizado por técnica manual e uso de reagentes caseiros.

A restricado dos “amplicons” obtidos pelas enzimas de restricdo forneceu
caracterizacao de C. hominis, C. parvum e de Cryptosporidium ndo parvum nao
hominis em 62,7% (52/83) das amostras positivas pela PCR. Apesar da
simplicidade da metodologia, esta apresenta limitacbes, como ja discutido
anteriormente, permitindo falhas de resolugdo, necessitando de
sequenciamento ou até mesmo 0 uso de micro satélites para maior consisténcia
na caracterizacdo (Feng et al, 2000; Widmer et al, 2002; Monis e Thompson;
2003; Goncalves et al, 2006a).

Tiangtip et al (2002) comparando dimensfes de oocistos durante a analise
microscopica com caracterizacdo molecular observaram que C. muris e C. felis
diferiram das outras espécies de Cryptosporidium responsaveis pelas infeccoes
humanas (p<0,001), C. muris varia de > 5,5 X 7,5 ym, enquanto que C. felis é
extremamente pequeno. Diferentemente de Silva (2004) e Fall et al (2003) que
afirmam a impossibilidade de distincdo entre as diferentes espécies por
apresentarem similaridades morfolégicas.

Neste estudo, identificamos tamanhos diferentes de oocistos e correlacdes
significativas foram observadas entre C. hominis com oocistos de até 6 um de
diametro (p=0,003), enquanto que para Cryptosporidium ndo parvum nao

hominis foi com os que apresentam didmetro maior que 6 um (p<0,001).
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Maior prevaléncia de C. hominis (88,5%) foi indicativa de que a
transmissao antroponética contribui também para os casos esporadicos de
criptosporidiose na cidade de S&o Paulo, detectado anteriormente em surto
(Goncalves, 2002; 2006a). Este dado é concordante com a literatura que relata
maior taxa de C. hominis em areas urbanas, indicando que, provavelmente, a
infeccdo € adquirida pelo contato direto pessoa a pessoa, ou indiretamente
através de agua ou alimento contaminado (Ramirez et al, 2004; Caccio et al,
2005b; Feltus et al, 2006; Das et al, 2006).

Estudos realizados com isolados humanos brasileiros caracterizam C.
hominis como o mais prevalente no Brasil (Goncalves, 2002; Gatei et al, 2003;
Araujo, 2004; Silva, 2004, Bushen et al, 2007; Gongalves, 2006a); assim como
nos Estados Unidos, Australia, Guatemala, Peru, Haiti, Kénia, Tailandia e Africa
do Sul, e diferentemente de Inglaterra, Portugal, Franca, Alemanha e
provavelmente no restante da Europa onde a prevaléncia maior € de C. parvum
(Raccurt et al, 2006; Gatei et al, 2006; Samie et al, 2006; Soba et al, 2006;
Soldan et al, 2006; Caccio, 2005a; Houpt et al, 2005; Joachim, 2004; Ramirez et
al, 2004, Xiao et al, 2004a; Alves M et al, 2003), ou ainda no Chile onde a
distribuicdo é equitativa (Neira-Otero et al, 2006), entretanto o pequeno namero
de isolados estudados ndo permite afirmar a existéncia de alguma variacdo
geografica. Neste estudo ndo foi observada nenhuma correlacdo significativa

entre 0s genotipos e o local de origem dos isolados.

Elenice Messias do Nascimento Gongalves Tese de Doutorado



5. DISCUSSAO 95

Por outro lado, C. parvum é resultante de isolados coletados em 2000, um
na regido de Mogi das Cruzes e outro na regido de Osasco. Os dois eram do
sexo masculino, com 34 e 47 anos de idade, sem associagcdo de outros
enteroparasitos e com diarréia. Sua baixa taxa (3,8%) e ndo caracterizacdo nos
isolados mais recentes parece indicar transmissdo zoonoética minimizada em
NOSSO meio.

A digestao dos produtos amplificados (RFLP) com as enzimas de restricao
utilizadas neste estudo nao permitiu a caracterizacdo de outras espécies, aqui
denominadas por Cryptosporidium nao parvum ndo hominis (34,9%), indicando
a necessidade de sequenciamento, assim como para confirmacao e elucidacéo
de provaveis infeccbes mistas com C. hominis (27,2%). Mas este dado é
indicativo da presenca de diferentes espécies de Cryptosporidium em fontes
ambientais e da adaptacdo humana, podendo resultar em infeccbes menos
severas que o C. hominis e o C. parvum, sem correlacdo significativa com
imunossupressao, idade, sexo e sintomas.

Interessante é a deteccdo de C. hominis na maioria dos surtos causados
por agua, mesmo em regides em que prevalecem criptosporidiose causada por
C. parvum, ou mesmo a presenca mista destes parasitos, indicando
contaminacao por multiplas fontes e esgoto humano (Smith et al, 2006).

Estudos de genotipagem em isolados humanos brasileiros tém relatado
presenca de C. ndo parvum (Ortega et al, 1991); de C. hominis em S&o Paulo,

Sao Paulo (Gongalves, 2002; 2006a) de C. hominis em Aracaju, Sergipe (Gatei
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et al, 2003), de C. parvum, C. hominis e C. ndo parvum em Fortaleza, Ceara
(Brantley et al, 2003) e em Sao Paulo, Sdo Paulo (Carvalho-Almeida, 2004); de
C. parvum e C. hominis em S&o Paulo e Taubaté, S&o Paulo, e de C. hominis e
C. meleagridis em Sorocaba, Sdo Paulo (Aradjo, 2004), de C. parvum e C.
hominis no Rio de Janeiro, Rio de Janeiro (Silva, 2004) e em Fortaleza, Ceara
(Bushen et al, 2007), mostrando que mdultiplos gendtipos podem ocorrer em
uma mesma regido geografica.

Em Sao Paulo, Sdo Paulo, a alta soropositividade em criancas de até 10
anos de idade (Cox et al, 2005), assim como deteccdo de oocistos em
individuos higidos (Goncalves, 2002; 2003; 2005b), em aguas de superficie
(Farias et al, 2002; Muller, 2000; Espindola, 2001; Hachich et al, 2004), em
amostras de esgotos (Farias et al, 2002), em pombos (Carvalho-Almeida,
2004), em animais silvestres (Dall’'Olio e Franco, 2004) e em caes (Lallo e
Bondan, 2006), sugerem um complexo de reservatorios e de padréo de fontes
de contaminacdo para o ambiente, que contribuem para a manutencao desta
infeccdo na zona urbana.

A caracterizacdo de C. meleagridis em Sorocaba, Sdo Paulo (Araujo,
2004), de Cryptosporidium spp., em pacientes com Aids, em Fortaleza, Ceara
(Brantley et al, 2003) e de Cryptosporidium spp. (PCR) e de C. ndo hominis nédo
parvum (RFLP) neste estudo, parece indicar a suscetibilidade deste fragmento
da populagéo a infeccdo por diferentes espécies de Cryptosporidium, podendo

inclusive determinar um padrdo misto de infeccdo como os 27,2% suspeitos
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deste estudo e os detectados por Silva (2004). Assim como, Raccurt et al
(2006) caracterizaram C. felis em pacientes com Aids no Haiti mostrando a
suscetibilidade de individuos imunocomprometidos a uma ampla faixa de
Cryptosporidium spp.

A deteccdo de Cryptosporidium spp. em amostras clinicas e ambientais,
assim como em animais urbanos e silvestres, mostra que diferentes rotas de
transmissdo podem ocorrer significando um desafio a saude publica, e a
caracterizagdo molecular destes isolados é necessaria como suporte para
estudos epidemioldgicos e para tomada de medidas preventivas.

E essencial a necessidade de técnicas moleculares, como a PCR, para
estudos adicionais de epidemiologia molecular de Cryptosporidium spp., e a
técnica aqui empregada demonstra sua utilizacdo neste contexto, uma vez que
associada a RFLP utilizando apenas duas enzimas de restricdo, € capaz de
diferenciar C. hominis e C. parvum, responsaveis pela maioria das infeccoes
humanas de outras espécies relacionadas, a despeito de falhas observadas em

isolados com baixo nimero de oocistos, durante a triagem microscopica, e que

pode ser suprido com réplica de extracdes.
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CONCLUSOES

A frequiéncia de Cryptosporidium spp. na amostra estudada foi de 9,7%.

Foram obtidos perfis caracteristicos com genétipos de C. hominis em 88,5%,

de C. parvum em 3,8%, de Cryptosporidium ndo hominis ndo parvum em

34,9% e de padrdao misto em 27,2%. Os nao caracterizados foram

considerados Cryptosporidium spp.

A presenca de diarréia foi significativa (p<0,001) para pacientes infectados
por Cryptosporidium spp.

Foi verificada a presenca de outros parasitos intestinais além de

Cryptosporidium spp. na populacdo, com freqiéncias menores que as

relatadas na maioria dos estudos publicados.

Foram observadas associacOes significativas para Cryptosporidium spp.

com Endolimax nana (1) (p = 0,018) e Enterobius vermicularis (1) (p =

0,006). Assim como nao significativas com Blastocystis hominis (1), Isospora

belli (2), Ascaris lumbricoides (3).

Cryptosporidium spp. apresentou associacdes significativas com todos os

grupos de riscos avaliados.

A presenca de mdltiplos genodtipos sugere um complexo padrdo de

reservatorios e de fontes de contaminagéo, assim como a maior frequéncia

de C. hominis denota a importancia da rota fecal — oral na transmisséo desta
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infeccdo, seja pelo contato direto pessoa a pessoa, ou indiretamente através
de agua ou alimento contaminado.

8. A metodologia padronizada da PCR-Dupla seguida de RFLP é capaz de
diferenciar C. hominis e C. parvum de C. ndo hominis ndo parvum.

8. A metodologia utilizada para extracdo de DNA em amostras fecais,
conservadas a 20°C negativos por até seis anos € viavel e de baixo custo.

9. Existe correlagéo estatisticamente significativa entre tamanho dos oocistos
detectados na microscopia e 0s genotipos Cryptosporidium hominis e
Cryptosporidium ndo hominis nao parvum.

10.A caracterizacdo dos genoétipos por metodologias similares a aqui

empregada associada a microscopia € Util para estudos epidemiolégicos.
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Anexo A: Levantamento de trabalhos realizados no Brasil sobre parasitos intestinais, entre 1987 e 2006.

REFERENCIA LOCAL POPULACAO ESTUDADA OCORRENCIA

Wainstein & Porto Alegre, RS 600 laudos: nivel sécio econémico

Petrillo, 1987
Baixo 29% de positividade
Alto 7,8% de positividade
Cantalice Porto Alegre, RS 70 criancas, < 2 anos, com diarréia Cryptosporidium spp.: 14,0%
Neto et al, persistente.
1988
Chieffi et al, Guarulhos, SP 913 escolares de 6 e 16 anos de idade  A. lumbricoides: 40,8%
1988 T. trichiura: 31,2%
Ancilostomidio: 1,3%
S. stercoralis: 0,4%
E. vermicularis: 1,9%
S. mansoni: 0,2
Taenia sp: 0,2%
H. nana: 3,4%
E. histolytica: 4,4%
E. coli: 17,5%
G. lamblia: 13,0%
I. butschlii: 1,2%
E. nana: 14,7%
Dias et al, Sao Paulo, SP 157 pacientes com AIDS Cryptosporidium spp.: 12,1%
1988
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REFERENCIA LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

Monteiro et al, Sao Paulo, SP
1988

695 criancas < 5 anos de idade

30,9 % de positividade
A. lumbricoides: 16,4%
G. lamblia: 14,5%
T. trichiura: 12,5%

Alves et al, Recife, PE
1989

90 criancas desnutridas (I11), 3-24 meses

Cryptosporidium spp.: 15,5%

Gross et al, Belo Horizonte,
1989 MG

254 criangas de comunidades de baixo

nivel sécio econdmico

70,7 % de positividade
A. lumbricoides: 55,4%
T. trichiura: 19,6%
G. lamblia: 17,4%

Loureiro et al, Belém, PA
1989

61 criancas <5 anos
115 amostras diarréicas
86 amostras nao diarréicas

Cryptosporidium spp.: 5,2%
Cryptosporidium spp.: 0%

Moura et al, Rio de Janeiro,
1989 RJ

99 pacientes HIV

Cryptosporidium spp.:15,2%
E. coli: 15,2%

G. lamblia: 15,2%

E. histolytica: 13,1%

A. lumbricoides: 11,1%

I. belli: 10,1%

Soares et al, Porto alegre, RS
1989

120 criancas
80 com diarréia
40 sem diarréia

Cryptosporidium spp.: 3,75%
Cryptosporidium spp.: 0,0%

Pedrazzani et Santa Eudobxia,
al, 1990 Sao Carlos, SP

254 criancas

37,8 % de positividade
A. lumbricoides: 12,1%
T. trichiura: 4,8%
Ancilostomideo: 3,7%
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

H .nana: 3,7 %

Ferreira et al,

1991

Aldeia laulapiti
Parque  Xingu,
MT

69 indios

89,9% de positividade

Ancilostomideo: 82,6%
E. vermicularis: 26,1%
A. lumbricoides: 20,3%
E.coli: 68,1%

Guerra et al, Butantd, Sao 481 usuarias gravidas de Centros de 45,1% de positividade
1991 Paulo, SP Saude A. lumbricoides: 19,0%
Ancilostomideo: 16,7%
T. trichiura: 15,9%
Rodrigues et S&o Paulo, SP 271 pacientes HIV
al, 1991 98 com diarréia Cryptosporidium spp.: 14,3%
173 sem diarréia Cryptosporidium spp.: 0%
Torres et al, S&o Paulo, SP 3.076 criancas de creches municipais, < G. lamblia: 32,8%

1991

7 anos

52 manipuladores de alimentos destas

creches

G. lamblia: 4,0%

Ferrari et al,

Aldeia Karitiana,

111 indios

38,7% de positividade

1992 RO A. lumbricoides: 18,9%
Gioia, 1992 Sousa, 770 prontuarios de Centro de Saude 48,2% de positividade
Campinas, SP A. lumbricoides: 48,2%
G. lamblia: 30,7%
T. trichiura: 18,4%
E. vermicularis: 9,6%
Guizelini & Sao Paulo, SP Pacientes HIV e criancas com diarréia Cryptosporidium spp.: 10,4%
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

Amato Neto,
1992

Lima et al,
1992

Fortaleza, PE

37 criancas com diarréia

Cryptosporidium spp.:13%

Mangini et al, S&o Paulo, SP 241 criangas < 48 meses Cryptosporidium spp.:17,43%
1992

Lomazi et al, Paulinia, SP 288 criangas com diarréia aguda G. lamblia: 11,1%

1993

Sauda et al, Santos, SP 131 pacientes com AIDS em centro de |. belli: 9,9 %

1993 referéncia Cryptosporidium spp.:19,1%
Ferreira et al, S&o Paulo, SP 407 moradores de favela 45,7 % de positividade

1994

A. lumbricoides: 23,8%
T. trichiura: 17,2%

G. lamblia: 4,2%

E. histolytica: 1,5%

Newman et al,
1993

Fortaleza, CE

Criancas
Animais

Cryptosporidium spp.: +
Cryptosporidium spp.: +

Newman et al,
1994

Fortaleza, CE

189 criancas em favela

sorodiagnostico

Cryptosporidium spp.:95%

Santana et al,
1994

Fortaleza, CE

215 criancas < 2 anos moradoras de

favela

Controle 90 dias apds tratamento

15% poliparasitismo

40% reincidentes

Silva AC &
Hirschfeld,
1994

Alfenas, MG

896 moradores

Cryptosporidium spp.: 2,80%
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REFERENCIA LOCAL POPULACAO ESTUDADA OCORRENCIA

Silva GAP et Recife, PE Lactentes

al, 1994 156 com diarréia Cryptosporidium spp.: 6,4%
80 sem diarréia Cryptosporidium spp.: 0%

Wuhib et al, Fortaleza, CE 166 pacientes HIV Cryptosporidium spp.: +

1994 Com diarréia (85%) Microsporidio: +

Zu et al, 1994 Fortaleza, Brasil Sorologia (Ig G e Ig M) Cryptosporidium spp.: 95%

Anhui, China
Virginia, EUA

Cryptosporidium spp.: 57,5%
Cryptosporidium spp.: 16,9%

Costa-Cruz et

Uberlandia, MG

104 manipuladoras de alimentos em

47,1% de positividade

al, 1995 escolas G. lamblia: 21,1%
E. coli: 21,1%
Ancilostomideo: 9,6%
A. lumbricoides: 5,8%
E. histolytica: 2,9%
H. nana: 1,9%
S. stercoralis: 1,0%
Garlipp et al, Campinas, SP 111 pacientes
1995 92 HIV Cryptosporidium spp.: 16,2%
. belli: 6,5%
19 controle Cryptosporidium spp.: 1,8%
Kobayashi et Holambra, SP 222 habitantes 70% de positividade

al, 1995

A. lumbricoides: 5,4%
T. trichiura: 8,6%
Ancilostomideo: 19,8%
S. stercoralis: 10,4%
E. vermicularis: 1,4%
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REFERENCIA

LOCAL POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

H. nana: 0,9%

E. histolytica: 3,2%
E. hartmanni: 2,7%
E. coli: 9,9%

E. nana: 14,0%

I. butschlii: 2,3%
G. lamblia: 10,4%
B. hominis: 37,8 %

Dorea et al,
1996

Botucatu, SP 219 estudantes de 7 a 18 anos de idade

56,1% de positividade

Franco, 1996

Campinas, SP 13 creches
307 criangas (2-42 meses)

134 funcionarios

17,91% de positividade

G. lamblia: 10,09%
Cryptosporidium spp.:5,53%
Outros protozoarios: 1,61%
16,41% de positividade

Gennatri-
Cardoso et al,
1996

Uberlandia, MG 94 criancas

Cryptosporidium spp.: 4,26%

Costa-Macedo

Rio de Janeiro, 402 criancas

11% de positividade

& Rey, 1997 RJ A. lumbricoides: 5,7%
G. lamblia: 4,2%
Ferreira & Martinésia, 103 estudantes 22,3% de positividade

Marcal Junior,
1997

Uberlandia, MG

Rezende et al,

Uberlandia, MG 264 manipuladores de alimentos de 20 a
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REFERENCIA LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

1997

66 anos em 57 escolas
Setembro de 1989

Abril de 1990

Setembro de 1990

17% de positividade
G. lamblia:8,0 %

A. lumbricoides: 3,0%
E. histolytica: 2,0%
10% de positividade
Ancilostomideo: 5,0%
G. lamblia: 2,0%

A. lumbricoides: 1,0%
10% de positividade
Ancilostomideo: 5,0%
G. lamblia: 3,0%

A. lumbricoides: 2,0%

da Costa- Rio de Janeiro,

Macedo et al, RJ
1998

1.381 criancas < 5 anos, em favelas

54,5% de positividade

Ferreira et al, S&o Lourenco da
1998 Mata, PE

Habitantes de 4 a 18 anos de idade

93% de positividade

Machado & Uberlandia, MG

Costa-Cruz,
1998

300 criancas de 4 meses a 7 anos de

idade

88,4% de positividade
G. lamblia: 78,3%

A. lumbricoides: 15,3%
S. stercoralis: 13,0%
H. nana: 6,7%
Ancilostomideo: 6,0%
E. vermicularis: 4,0%
H. diminuta: 4,0%
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

T. trichiura: 0,7%

Miranda et al,
1998

Aldeia Parakana,
PA

126 indios em 1992

174 indios em 1995

80,2% de positividade
Ancilostomideo: 33,3%
A. lumbricoides: 42,8%
T. trichiura: 0,8%

S. stercoralis: 5,6%

E. histolytica: 65,0%
G. lamblia: 46,8%

88,5 % de positividade

Tomps, 1998

Perus, SP

75 pacientes
Agua de pogos
Agua de rede publica

Cryptosporidium spp.: 14%
Cryptosporidium spp.: +
Cryptosporidium spp.: +

Baraldi et al,
1999

Campinas, SP

172 pacientes

Cryptosporidium spp.: 18,6%
Isospora belli: 15,7%
Co-infeccado: 31,98%

Cimerman et
al, 1999

Sao Paulo, SP

200 pacientes AIDS

40 % de positividade

G. lamblia: 16%

E. coli: 13%
Cryptosporidium spp.: 7%
E. nana: 3,5%

A. lumbricoides: 2,5%

S. stercoralis: 2,5%

. belli: 2%

B. hominis: 0,5%

Dias  Junior,
1999

Araras, SP

Agua de esgoto
Rio (efluente de esgoto)

Cryptosporidium spp.: 100%
Cryptosporidium spp.: 100%
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REFERENCIA LOCAL POPULACAO ESTUDADA OCORRENCIA
Ludwig et al, Assis, SP 18.366 exames de Centros de Saude 23,3% de positividade
1999. G. lamblia: 8,7%
A. lumbricoides: 5,5%
T. trichiura: 2,4%
Machado et Mirassol, SP Estudantes 2 a 6 anos
al, 1999 31: Escolas privadas G. lamblia: 9,7%

36: Escolas publicas
36 estudantes 7 a 15 anos
72: Escolas privadas
60: Escolas publicas

G. lamblia: 61,1%

G. lamblia: 5,6%
G. lamblia: 10,0%

Miranda et al, Tribo Tembe, AM 93 indios

Ancilostomideo: 29,0%

1999 A. lumbricoides: 34,4%

E. histolytica: 12,9%

G. lamblia: 4,3%
Moitinho et al, Maringa, PR 136 criancas < 12 anos Cryptosporidium spp.:6,6%
1999 Outros parasitos: 16,2%
Newman et al, Fortaleza, CE 189 criancas em favela Cryptosporidium spp.:31,2%
1999

Saldiva et al, Sao Paulo, SP Criancas de 1 a 12 anos de idade
1999

G. lamblia: 44,0%

E. nana: 43,0%

A. lumbricoides: 41,0%
T. trichiura: 40,0%

Tavares-Dias Sdo José da habitantes

44,4% de positividade

et al, 1999 Bela Vista, SP
Tsuyuoka et Aracaju, SE 360 escolares, de 4 a 24 anos de idade  42% de positividade
al, 1999 A. lumbricoides: 28,7%
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

T. trichiura: 15,6%
Ancilostomideo: 1,7%

Costa-Macedo Rio de Janeiro,

& Rey, 2000

RJ

260 criangas < 2 anos em centro de

saude

32 criancas do grupo com aleitamento

exclusivo
220 maes em centro de saude

12,7% de positividade

criangas < lano
8,1% de positividade
A. lumbricoides: 4,3%
G. lamblia: 3,2%
criangas 1 < 2 anos
24% de positividade
A. lumbricoides: 6,7%
G. lamblia: 14,7%
Sem parasitoses

8,1% de positividade
A. lumbricoides: 12,7%
G. lamblia: 5,0%

T. trichiura: 3,6%

Ferreira et al,
2000

Sao Paulo, SP

1.016 criangas < 59 meses — 1984/1985

1.016 criangas < 59 meses — 1995/1996

30,9% de positividade
Helmintos: 22,3%

G. lamblia: 14,5%
10,7% de positividade
Helmintos: 4,8%

G. lamblia: 5,5%

Gamba et al,
2000

Itaquaquecetuba,
SP

10 pocos
2 fossas sépticas

Cryptosporidium spp.: 80,0%
Cryptosporidium spp.: 100,0%
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REFERENCIA LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

Lima et
2000

al,

Fortaleza, CE

1091 criangas
528 com diarréia aguda

120 com diarréia persistente

443 controle

Cryptosporidium spp.: 11,4%
G. lamblia: 7,7%
Microsporidio: 0%

S. stercoralis: 0,4%

A. lumbricoides: 8,3%

T. trichiura: 7,1%

E. histolytica/dispar: 0,8%
Cryptosporidium spp.: 23,9%
G. lamblia: 20,5%
Microsporidio: 0%

S. stercoralis: 1,1%

A. lumbricoides: 10,2%
T. trichiura: 9,1%

E. histolytica/dispar: 0%
Cryptosporidium spp.: 5,2%
G. lamblia: 7,9%
Microsporidio: 4,0%

S. stercoralis: 0,5%

A. lumbricoides: 13,8%
T. trichiura: 7,7%

E. histolytica/dispar: 1,1%

Muller, 2000

Sao Paulo, SP

Estacdes de tratamento de agua (2): 24

amostras
Bruta

Cryptosporidium spp.: 75,0%
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

Tratamento quimico
Bruta

Tratamento por membrana filtrante

Cryptosporidium spp.: 12,5%
Cryptosporidium spp.: 73,91%
Cryptosporidium spp.: 33,33%

Oshiro et al,
2000

Campo Grande,
MS

1.051 criangas < 5 anos

Cryptosporidium spp.: 1,1%

Rocha et al, Bambui, MG 2.091 escolares 20,1 % de positividade
2000 G. lamblia: 6,2%

E. coli: 6,2%

A. lumbricoides: 4,8%

Ancilostomideo: 1,4%

T. trichiura: 0,8%

E. vermicularis: 1,0%

H. nana: 0,2%

Taenia sp: 0,2%

S. stercoralis:0,3%

S. mansoni: 0,1%

E. histolytica: 1,0%

E. nana: 0,2%
Arcoverde, Recife, PE Pacientes HIV Cryptosporidium spp.: 21,8%
2001
Capuano et Ribeirdo Preto, 3.340 amostras fecais de pacientes HIV Cryptosporidium spp.: 5,3%
al, 2001 SP (1990-1997) . belli: 3,6%

Coinfeccdo: 1,1%
Espindola, Itaquaquecetuba, 15 pocos de agua Cryptosporidium spp.: 33,3%
2001 SP 2 fossas rasas Cryptosporidium spp.: 100,0%
Feitosa et al, Salvador, BA Pacientes
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

2001

365 com HIV

5.243 sem HIV

55,9% de positividade
E. nana: 18,9%

E. coli: 7,9%

A. lumbricoides: 11,8%
T. trichiuris: 5,2%

E. histolytica: 5,5%

A. duodenalis: 4,4%
G. lamblia: 4,9%

I. butschlii: 1,1%

S. mansoni: 2,5%

S. stercoralis: 5,5%

E. vermicularis: 0,5%
H. nana: 0,3%

52,7% de positividade
E. nana: 25,7%

E. coli: 15,3%

A. lumbricoides: 94,0%
T. trichiuris: 5,5%

E. histolytica: 4,1%

A. duodenalis: 3,8%
G. lamblia: 2,4%

. butschlii: 1,8%

. mansoni: 1,5%

. stercoralis: 0,74%

. vermicularis: 1,1%
. hana: 0,3%

Imww

Elenice Messias do Nascimento Gongalves

Tese de Doutorado



7. ANEXOS 115

REFERENCIA LOCAL POPULAGCAO ESTUDADA OCORRENCIA

Franco et al, Campinas, SP Rio Atibaia Cryptosporidium spp.: +
2001 Giardia sp: +

Giraldi et al, Rolandia, PR 191 criancgas de creche 15,2% de positividade
2001 434 criancas de ensino fundamental 52,5% de positividade
Machado et Belém, PA 49 criangas assintomaticas de 7 < 80,5% de positividade
al, 2001 15anos de idade T. trichiura: 57,6%

A. lumbricoides: 36,4%
Ancilostomideo: 24,3%
G. lamblia: 31,7%

E. histolytica: 12,2%
E. coli: 21,2%

B. hominis: 39,4%

I. butschlii: 9,1%

Medeiros et Ribeirdo Preto, 1.836 criancas < 10 anos

al, 2001 SP Coprocultura
Kinyoun Cryptosporidium spp.:1,8%
Prado et al, Salvador, BA 1.131 escolares 7 < 14 anos de idade 66,1% de positividade
2001 T. trichiura: 38,6%
A. lumbricoides: 31,2%
Ancilostomideo: 8,4%
S. mansoni: 2,2%
G. lamblia: 8,9%
E. histolytica: 5,5%
Takayanagui  Ribeirdo Preto, Verduras (172 pontos) 33,3% de positividade
et al, 2001 SP Entamoeba sp: 25,58%

Ascaris sp: 1,74%
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REFERENCIA LOCAL POPULACAO ESTUDADA OCORRENCIA

Ancilostomideo: 15,70%

H. nana: 1,16%

Giardia sp: 2,33%

Toxocara sp: 0,58%
Cryptosporidium spp.: 1,16%

Uchba et al, Niterdi, RJ 5 creches comunitéarias 55,0% de positividade

2001 . trichiura: 26,6%

A. lumbricoides: 30,0%
H. nana: 0,8%

E. vermicularis: 0,8%
G. lamblia: 38,3%
E
E
E

—

218 criancas < 11 anos de idade
43 funcionarios

. coli: 26,6%
. hana: 17,5%
. histolytica: 5,5%

B. hominis: 2,5%
3

Capuano et Ribeirdo Preto, 341 manipuladores de alimentos de 14 a 31,3% de positividade

al, 2002 SP 68 anos
Carneiro et al, Caparad e Alto 1171 criangas < 14 anos A. lumbricoides: 12,2%
2002 Caparao, MG 11 comunidades rurais A. duodenale: 5%
T. trichiura: 5%
S. mansoni: 2.2%
E. vermicularis: 1.8%
Cimerman et Sao Paulo, SP 146 pacientes HIV de 2 a 75 anos E. nana: 27,4%
al, 2002 E. coli: 22,6%
S. stercoralis: 21,9%
G. lamblia: 13,0%
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OCORRENCIA

. belli: 12,3%
A. lumbricoides: 8,2%
Cryptosporidium spp.: 6,8%

Farias et al, S&o Paulo, SP Esgoto nao tratado

2002 Estacao elevatoria (12) Cryptosporidium spp.: 100%
Corrego receptor (12) Cryptosporidium spp.: 100%

Franco & Campinas, SP (13) agua mineral Cryptosporidium spp.: 23,08%

Cantusio

Neto, 2002

Gomes et al, Rio de Janeiro, 82 moradores de rua
2002 RJ

A. lumbricoides: 48,85%
T. trichiura: 32,9 %
Ancilostomideo: 8,5%

Goncalves, Sao Paulo, SP 224 criangas < 4 anos de idade
2002

61 amostras

32,1% de positividade
Cryptosporidium spp.:22,3%
G. lamblia: 11,6%

E. nana: 3,1%

E. coli: 0,9%

E. hartmanni: 0,4%

B. hominis: 0,9%

. belli: 0,9%

A. lumbricoides: 3,1%
T. trichiura: 0,4%

E. vermicularis: 0,9%
PCR (49,2%)

C. hominis:

Muniz et al, S&o Paulo 1.044 criancas < 5 anos

10,7% de positividade
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2002 G. lamblia: 5,5%
A. lumbricoides: 4,4%
T. trichiura: 1,0%
Muniz- Brasilia, DF 124 criangas 75% de positividade

Junqueira &
Queiroz, 2002

Pereira et al, Goiania, GO 445 criangas< 10 anos Cryptosporidium spp.:18,7%
2002
Alves et al, Raimundo 265 habitantes 57,0% de positividade
2003 Nonato, PI E.coli: 35,8%
E. nana: 13,6%
H. nana: 9,4%
Ancilostomideo: 9,4%
Brantley et al, Fortaleza, CE 12 pacientes HIV Cryptosporidium spp.: 41,7%
2003 PCR C. parvum: 60%
Nao C. parvum: 40%
Brito et al, Jequié, BA 1.709 habitantes de 7 a 17 anos T. trichiura: 74,8%
2003 A. lumbricoides: 63,0%

S. mansoni: 55,5%
Ancilostomideo: 15,7%

Ferreira et al, Campo Florido, 72 estudantes de area rural
2003 MG

59,7% de positividade

Gatei et al, Aracaju, SE 7 criancas
2003

C. hominis: 100% (PCR)
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

Goncalves et
al, 2003

[tanhomi, MG

298 escolares 5 a 13 anos

46% de positividade
E. nana: 46,7%

E. coli: 37,2%

G. lamblia: 20,4%

B. hominis: 11,7%

E. histolytica: 6,6%
Cryptosporidium sp: 5,8%
S. mansoni: 9,5%

E. vermicularis: 9,5%
Ancilostomideo: 9,5%
A. lumbricoides: 5,1%
T. trichiura: 4,4%

S. stercoralis: 2,9%

Schnack et al,
2003

Criciima, SC

94 criancas 5 anos

Cryptosporidium spp: 85,1%
E. histolytica: 56,4%
G. lamblia: 4,3%

Silva S et al,
2003

Rio de Janeiro,
RJ

485 criancas

Cryptosporidium spp.: 6,8%
Rotavirus: 3,3%

Dall’'Olio &
Franco, 2004

Mata Atlantica do
Sudeste, Brasil

240 mamiferos silvestres

(Itatiaia, RJ; S&o José do Barreiro, SP;

Sao Joao da Boa Vista, SP)

Cryptosporidium: 10,3%
C. parvum: 5,1%
C. parvum + C. muris: 5,1%

Hachich et al,
2004

Estado de Sao
Paulo

278 amostras de agua
28 pontos

G. lamblia: 27,0%
Cryptosporidium spp.: 2,5%

lacovski et al,
2004

Florianépolis, SC

27 amostras de esgoto nao tratado

Cryptosporidium spp:74,07%

Quadros et al,

Lages, SC

200 criangas de escolas infantis, de 2 a

70,5% de positividade
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REFERENCIA LOCAL POPULACAO ESTUDADA OCORRENCIA

2004 6 anos de idade A. lumbricoides: 35%
T. trichiura: 13%
G. lamblia: 14%

Morrone et al, Porto Alegre, RS 96 pré-escolares da periferia 82,3% de positividade
2004 A. lumbricoides

T. trichiura

G. lamblia
Ribeiro et al, Rio de Janeiro, 75 pacientes HIV+ Cryptosporidium spp.: 9,33%
2004 RJ|
Tashima & Presidente 1.000 criancas G. lamblia: 7,3%
Simdes, 2004 Prudente, SP E. coli: 3,9%

E. vermicularis: 1,9%
Zani et al, Covas, PE 119 habitantes A. lumbricoides: 47,7%
2004 T. trichiura: 45,7%

Ancilostomideo: 47,7%
Araujo et al, Eirunepe, AM 413 habitantes 64,4% de positividade
2005 A. lumbricoides: 35,6%

T. trichiura: 18,6%
Ancilostomideo: 9,9%
S. stercoralis: 1,0%
E. vermicularis: 0,5%
E. histolytica: 13,3%
G. lamblia: 1,0%

Chieffi et al, Sao Paulo, SP Pacientes da Santa Casa de
2005 Misericordia
60 hematoldgicos imunossuprimidos Cryptosporidium spp.: 10%
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REFERENCIA LOCAL POPULACAO ESTUDADA OCORRENCIA

59 controle Cryptosporidium spp.: 0%
Ferreira & Estiva Gerbi, SP  estudantes 11,5% de positividade
Andrade,
2005
Gurgel et al, Aracaju, SE 219 criangas em creches 63,0% de positividade
2005 249 criangas controle 41,4% de positividade
Hurtado- Nova Olinda do Idosos ribeirinhos 72,8% de positividade
Guerrero et al, Norte, AM A. lumbricoides: 35,2%
2005 T. trichiura: 16,0%

Ancilostomideo: 9,0%
S. stercoralis: 9,0%
E. coli: 18,2%

G. lamblia: 7,0%

E. histolytica: 4,5%

Marques et al, Concordia, SC 9.024 laudos 12,6% de positividade
2005 Ano: 2000 14,5% de positividade
A. lumbricoides: 21,3%
S. stercoralis: 17,6%
G. lamblia: 15,9%
Ano: 2001 11,6% de positividade
A. lumbricoides: 23,7%
S. stercoralis: 17,0%
G. lamblia: 15,2%
Ano: 2002 6,7% de positividade
S. stercoralis: 28,3%
E. coli: 18,3%
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REFERENCIA

LOCAL POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

Nascimento &
Monteiro,
2005

Pitanga, PR 181 habitantes

70,7% de positividade
E. nana: 33,7%

B. hominis: 26,5%

G. lamblia: 18,2%

E. coli: 17,1%

A. lumbricoides: 16,6%
I. butschlii: 9,4%
Ancilostomideo: 7,7%

Nolla &
Cantos, 2005

Floriandpolis, SC 238 manipuladores de alimentos

42,85% de positividade

Santos et al,
2005

Campinas, SP Tratamento de esgoto
Clarificacdo com éter

Flutuacdo em sacarose

Método de concentracéo
Giardia sp: 54,5%
Cryptosporidium spp.: 9,6%
Giardia sp: 10,5%
Cryptosporidium spp.: 3,2%

Silva CV et al,
2005

Uberlandia, MG 100 pacientes HIV+

85 pacientes controle

27% de positividade

S. stercoralis: 12%

. belli: 7%
Cryptosporidium sp: 4%
Ancilostomideo: 4%
17,6% de positividade
S. stercoralis: 7,1%

G. lamblia: 3,5%
Ancilostomideo: 7,1%

Tashima &
Simodes, 2005

Presidente 1000 criangas de 0-12 anos
Prudente, SP

21,3% de positividade
G. lamblia: 7,3%
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REFERENCIA

LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

E. coli: 3,9%
E. vermicularis: 1,9%
H. nana: 0,5%

Brito et al,
2006

Jequié, BA

1709 criangas zona rural

Ancilostomideo: 15,7%
T. trichiura: 74,8%
A. lumbricoides: 63,0%
S. mansoni: 44,5%

Brooker et al,
2006

Americaninhas,

MG

1249 habitantes de 0 a 86 anos de idade

81,9% de positividade
Ancilostomideo: 66,9%
A. lumbricoides: 48,8%
S. mansoni: 48,8%

Bushen et al,
2007

Fortaleza, PE

58 criancas

PCR: 42 (72,4%)
C. hominis: 57% (24/42)
C. parvum: 43% (18/42)

Carvalho-
Almeida et al,
2006

Sao Paulo, SP

64 criancas de creche, <7 anos
23 adultos

Cryptosporidium spp.:20,3%
Cryptosporidium spp.:4,3%

Carvalho et al,
2006

Botucatu, SP

279 criancas de creche

53,4% de positividade
A. lumbricoides: 6,09%
T. trichiuris: 5,73%

S. stercoralis: 0,72%

E. vermicularis: 10,04%
H. nana: 1,08%

G. lamblia: 26,88%

B. hominis: 14,34%

Elenice Messias do Nascimento Gongalves

Tese de Doutorado



7. ANEXOS

124

REFERENCIA LOCAL

POPULACAO ESTUDADA

OCORRENCIA

E. coli: 6,81%
Cryptosporidium spp.:15,05%
E. nana: 2,15%

Cantusio Neto Campinas, SP
et al, 2006

Estacdo de tratamento de lodo ativado

(Samambaia)
Influente

Efluente tratado

Efluente tratado com UV

Giardia sp: 98,9% (reducéao)
Cryptosporidium spp.: 99,7% (reducao)
Giardia sp: + (3/3)

Cryptosporidium spp.: + (2/3)

Giardia sp: + (3/3)

Cryptosporidium spp.: - (0/3)

Giardia sp: + (3/3)

Cryptosporidium spp.: + (1/3)

Goncalves et Sao Paulo, SP 29 criancas PCR: 29
al, 2006 C. hominis (ML 1): 100%
Lallo et al, S&o Paulo, SP 450 caes PCR: C. parvum

2006

200 de hospital veterinario
250 de canis particulares

Cryptosporidium spp.: 11,5%
Cryptosporidium spp.: 8,0%

Teixeira & Juiz de Fora, MG
Heller, 2006

753 criancas de 1-5 anos
29 areas municipais

42,36% de positividade para parasitos

(fecal-oral)
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ANEXO B: FICHA COLETA DE DADOS
Identificacdo*| Sexo | ldade | Clinica |Dado | Aspecto** Parasitos Coloragdes*** | Cryptosporidium spp. |CD4/ug|DIR
Clinico
Helmintos | Protozoarios Quantidade | Tamanho

* = n° nome, RGHC, raga, estado civil, ocupacéo, endereco, data de coleta

**= 1 (liquida); 2 (pastosa); 3 (formada)
***=1(B. hominis); 2(Microsporidio); 3(Sarcocystis sp); 4(C. cayetanensis); 5 (I. belli); 6(Cryptosporidium spp.)
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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