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PACHECO, Flavia Thamiris Figueiredo. Avaliacio de métodos de diagnostico laboratorial
de coccideos intestinais oportunistas e caracterizacio molecular das espécies de
Cryptosporidium isoladas de amostras fecais. 104 f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
Farmacia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia.

RESUMO

O diagndstico dos coccideos Cryptosporidium e Isospora belli ¢ realizado principalmente pela
pesquisa de oocistos em esfregacos fecais corados. Entretanto, ndo existe uma padronizagdo na
rotina laboratorial para a identificagdo microscopica desses coccideos. O diagnostico da
Cryptosporidium pode também ser realizado pela detec¢do de coproantigenos por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) ou pela amplificacdo do DNA através da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), dispensando a identificacdo morfoldgica dos oocistos. Além disso, a analise
do polimorfismo genético de fragmentos de restricio (PCR-RFLP) pode ser utilizada na
caracterizacdo das espécies de Cryptosporidium, permitindo um melhor entendimento da
dindmica da transmissdo deste parasito. Os objetivos deste trabalho foram: (1) comparar as
técnicas de concentragdo de formol-acetato de etila (FE) e sedimentagdo por centrifugacio (SC),
bem como as técnicas de coloragdo de Ziehl-Neelsen modificado (ZN), auramina (AR) e
safranina (SF) na deteccdo de oocistos de Cryptosporidium e Isospora belli em amostras fecais,
(2) comparar a microscopia com a pesquisa de coproantigeno para o diagndstico de
Cryptosporidium e avaliar os resultados discordantes utilizando a PCR e (3) caracterizar as
espécies de Cryptosporidium de amostras fecais humanas, através da PCR-RFLP. Para
comparag¢do entre os métodos de concentragdo de oocistos, FE e SC, e as técnicas de coloragao,
ZN, AR e SF, foram utilizadas amostras fecais positivas para Cryptosporidium (n=27) e I. belli
(n=15), conservadas em formalina a 10%. Os métodos foram avaliados quanto ao numero de
oocistos detectados e a qualidade microscopica dos esfregacos. Para comparacdo entre o método
de ZN e ELISA para o diagnostico de Cryptosporidium foram examinadas amostras fecais de
626 criangas de diferentes grupos. Posteriormente, todas as amostras positivas para
Cryptosporidium obtidas no estudo, juntamente com outros isolados disponiveis no laboratério,
foram submetidos a extragdo de DNA e analise por Nested-PCR/RFLP dos genes COWP e 18S
rRNA, para determinagdo das espécies de Crptosporidium. Os métodos SC e ZN identificaram
mais oocistos de ambos parasitos do que os demais métodos avaliados (p<0,05). Houve perda
de oocistos no anel de detritos gordurosos no FE em praticamente todas as amostras de
Cryptosporidium e 1. belli. Por outro lado, os métodos FE e AR apresentaram menos artefatos
nos esfregacos comparados aos demais, sendo classificados com qualidade microscopica
superior. A frequéncia de Cryptosporidium nas criancas foi de 2,6% (16/626), sendo maior no
grupo com doenga diarreica, enfatizando a importancia deste coccideo como agente etiologico
da diarreia infantil. A sensibilidade e especificidade do ELISA foram de 85,7% e 99,7%,
respectivamente. A eficiéncia da amplificacdo do DNA de Cryptosporidium foi de 92% (23/25),
considerando os resultados dos dois genes analisados. As espécies do parasito identificadas
foram C. hominis (78,3%), C. felis (8,7%), C. parvum (4,3%) e mistura C. felis + C. hominis
(8,7%). Esses dados sdo os primeiros de genotipagem de Cryptosporidium de individuos de
Salvador, demonstrando a predominancia de C. hominis nas infecgdes, e a elevada frequéncia
de C. felis, sugerindo um provavel papel de gatos na transmissdo do parasito aos humanos em
Nnosso meio.

Palavras-chave: Cryptosporidium. Isospora belli. Ziehl-Neelsen modificado. ELISA. PCR-
RFLP.



PACHECO, Flavia Thamiris Figueiredo. Evaluation of methods of laboratory diagnosis of
intestinal coccidia opportunistic and molecular characterization of Cryptosporidium
species isolated from fecal samples. 104 f. Master Dissertation — Faculdade de Farm4cia,
Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia.

ABSTRACT

The diagnosis of coccidia Isospora belli and Cryptosporidium is usually accomplished by
identification of oocysts in stained fecal smears. However, there is a lack of standardization in
the routine laboratory for microscopic identification of these coccidia. The diagnosis of
Cryptosporidium can also be done by detecting coproantigens using the enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) or by parasite DNA amplification by polymerase chain
reaction (PCR), eliminating the need of morphological identification of oocysts. Furthermore,
the analysis of restriction fragment length polymorphism of amplified DNA (RFLP-PCR) can
be used to characterize the species of Cryptosporidium, allowing a better understanding of the
transmission dynamics of the parasite. The objectives of this study were: (1) to compare the
techniques of concentration of formalin-ethyl acetate (FE) and sedimentation by
centrifugation (SC), as well as the techniques of modified Ziehl-Neelsen (ZN), auramin (AR)
and safranin (SF) in the detection of Cryptosporidium and Isospora belli in stool samples, (2)
to compare the microscopy with coproantigen detection for the diagnosis of Cryptosporidium
and evaluate discordant results using PCR and (3) to characterize the species Cryptosporidium
in human fecal samples by PCR-RFLP. To compare the methods for concentration, FE and
SC, and staining of oocysts, ZN, AR and SF, there were used positive fecal samples for
Cryptosporidium (n = 27) and 1. belli (n = 15), preserved in 10% formalin. The methods were
evaluated according the numbers of oocysts detected and the microscopic quality of smears.
For comparison between ELISA and ZN for the diagnosis of Cryptosporidium in faecal
samples, there were examined 626 stool samples from children of different groups.
Subsequently, all positive samples for Cryptosporidium obtained in the study, along with
other isolates available in the laboratory, were subjected to DNA extraction and analysis by
Nested-PCR/RFLP of the COWP and 18S rRNA genes to determine the species of
Crptosporidium. The SC and ZN methods identified more oocysts of both parasites than other
methods tested (p <0.05). The loss of oocysts in the fatty debris layer of FE method was
observed in all Cryptosporidium and I. belli samples. Moreover, the methods of FE and AR
had fewer artifacts in smears compared to the others, being ranked with higher microscopic
quality. The frequency of Cryptosporidium in children was 2.6% (16/626), being higher in
patients with diarrheic disease, emphasizing the importance of this protozoan as etiologic
agent of childhood diarrhea. The sensitivity and specificity of ELISA were 85.7% and 99.7%,
respectively. The efficiency of amplification of Cryptosporidium DNA was 92% (23/25),
considering the results of the two genes. The species of the parasite identified were C. hominis
(78.3%), C. felis (8.7%), C. parvum (4.3%) and a mixture of C. felis + C. hominis (8.7%). To
our knowledgment, these data represent the first genotyping study of Cryptosporidium from
individuals of Salvador, demonstrating the dominance of C. hominis infection and the high
frequency of C. felis, suggesting a potential role of cats in the transmission of the parasite to
humans in our area.

Keywords: Cryptosporidium. Isospora belli. Modified Ziehl-Neelsen. ELISA. PCR-RFLP.
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1. INTRODUCAO

Infecgdes intestinais por parasitos oportunistas sdo importantes causas de diarreia, e
um sério problema nas regides tropicais (MARQUES et al, 2005; HANSCHEID;
CRISTINO; SALGADO, 2008). Entre os agentes etiologicos, merecem destaque os
protozoarios Cryptosporidium sp e Isospora (Cystoisospora) belli, como os principais
causadores de diarreia cronica (HANSCHEID; CRISTINO; SALGADO, 2008; ALEMU et
al., 2011). Além disso, a infec¢do por Cryptosporidium sp ¢ bastante frequente em criangas de
até cinco anos de idade e pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
podendo causar diarreia aguda ou persistente quando associada a quadros de imunossupressao
(GARLIPP; BOTTINI; TEIXEIRA, 1995; HUANG et al., 2004; AGNAMEY et al., 2010a;
MOYO et al., 2011).

Como a diarreia aquosa ¢ a principal manifestagdo das infecgdes causadas pelos
coccideos intestinais, o diagnostico clinico ndo permite uma diferenciacdo especifica do
agente causal, de modo que a confirmagdo laboratorial constitui uma ferramenta
imprescindivel para estabelecer a diagnose diferencial e requer, no caso desses protozodarios, o
uso de técnicas especificas de coloragdo e concentracdo (RIGO; FRANCO, 2002;
HANSCHEID; CRISTINO; SALGADO, 2008).

Existem diversos métodos imunoldgicos para detec¢do de Cryptosporidium sp em
amostras fecais, como ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (GARCIA; SHIMIZU, 1997;
WEITZEL et al., 2006; ELGUN; KOLTAS, 2011), imunofluorescéncia direta e testes rapidos
(COLLINET-ADLER; WARD, 2010; MAGI et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2011). Técnicas
de biologia molecular, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes, sdo
usadas para identificagdo de Cryptosporidium e I. belli, , mas principalmente em pesquisas
(MAGI et al., 2006; TEN HOVE et al., 2008; SKOTARCZAK, 2010), devido aos elevados
custos de se implantar na rotina laboratorial. Desta forma, os métodos mais utilizados sdo os
que permitem a visualizacdo de oocistos nas fezes, sem a determinagdo da espécie envolvida,
mediante técnicas de coloragdo de esfregagos fecais em laminas de vidro, baseadas na
propriedade de dalcool-acido resisténcia desses protozoarios (LINDSAY; DUBEY;
BLAGBURN, 1997, MAGI et al.,, 2006; HARRINGTON, 2008). Porém, apesar da
diversidade de técnicas parasitoldgicas existentes para deteccdo de Cryptosporidium e I. belli
em fezes, existem incertezas em relag@o as especificidades e sensibilidades dessas técnicas na

pratica laboratorial.
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Embora tradicionalmente o diagndstico de Cryptosporidium seja baseado no exame
parasitolégico de fezes, alguns estudos demonstram que ensaios imunoenzimaticos sao iguais
ou superam a eficiéncia da microscopia (JAYALAKSHMI; APPALARAJU; MAHADEVAN,
2008; ELGUN; KOLTAS, 2011). Por outro lado, tanto os métodos microscdpicos quanto os
imunoensaios nao permitem a diferenciacdo das espécies de Cryptosporidium, sendo
necessario o uso de métodos moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés Polimerase Chain Reaction), pois, além de alta especificidade e sensibilidade, so
capazes de distinguir as espécies e/ou genotipos de Cryptosporidium envolvidos nas infec¢des

humanas, o que apresenta importantes implicagdes epidemioldgicas e ambientais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO

Cryptosporidium ¢ Isospora (Cystoisospora) belli sdo protozoarios intracelulares,
relacionados filogeneticamente, pertencentes ao filo Apicomplexa, classe Sporozoae,
subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem Eimeriina, distinguindo-se na
classificag@o taxondmica em nivel de familia, Cryptosporididae e Eimeriidae, respectivamente
(PLUTZER; KARANIS, 2009; NEIRA-OTERO et al., 2010).

O protozoario Cryptosporidium foi primeiro descoberto na mucosa gastrica de
camundongos pelo médico parasitologista Ernest Edward Tyzzer (1907), e denominado
Cryptosporidium muris. Mais tarde, em 1912, o mesmo pesquisador identificou uma segunda
espécie, o Cryptosporidium parvum, também encontrada em camundongos, mas com
desenvolvimento no intestino delgado (TYZZER, 1912). Em 1955, Slavin encontrou oocistos
de Cryptosporidium em perus com diarreia, e denominou-os de Cryptosporidium meleagridis
(SLAVIN, 1955). Em 1971, este coccideo foi encontrado pela primeira vez em bezerros com
diarreia, despertando o interesse da medicina veterinaria (PANCIERA; THAMASSEN;
GAMER, 1971).

A primeira detec¢do de Isospora em humanos foi realizada por Virchow em 1860
(VIRCHOW, 1860 apud WENYON, 1926) e por Eimer em 1870 (EIMER, 1870 apud
WENYON, 1926), durante a necropsia de humanos, onde detectaram no intestino delgado
oocistos de parasitos semelhantes aqueles que infectavam cées e gatos. O achado de oocistos
desse parasito nas fezes humanas s6 ocorreu em 1890, em dois individuos com diarreia
cronica (RAILLIET; LUCET, 1890 apud WENYON, 1926).

Woodcook (1915) encontrou oocistos de Isospora inimeras vezes durante analise de
fezes de soldados durante a Primeira Guerra Mundial. Dobell em 1919 nomeou a espécie de
Isospora encontrada em humanos de Isospora hominis. Mas em 1926, Wenyon sugeriu 0 nome
de Isospora belli (belli do latim: guerra) para as espécies descritas por Woodcook e 1. hominis
para as descritas por Virchow. Atualmente sabe-se que os oocistos identificados como 1.
hominis eram Blastocystis hominis. Embora no género Isospora haja centenas de espécies
descritas que podem causar infeccdes em mamiferos diversos, a espécie clinicamente mais
importante para o ser humano ¢ a Isospora (Cystosospora) belli (LINDSAY; DUBEY;
BLAGBURN, 1997).
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Antigamente todas as espécies do género Cysfoisospora também pertenciam ao
género Isospora. A diferenga na nomenclatura ¢ devido a capacidade de formacao
(Cystoisospora) ou nao (Isospora) de cistos teciduais (FRENKEL, 1977). Estudos tém
demonstrado controvérsias em relacdo a classificagdo taxondmica da até entdo conhecida
1. belli (BOX et al., 1980; LEVINE, 1988; CARRENO et al., 1998). Entretanto, trabalhos
tém demonstrado uma maior relagdo filogenética desta espécie com o gé€nero
Cystoisospora (CARRENO et al., 1998; FRANZEN et al., 2000), porém, na pratica ainda
¢ pouco comum a utilizacdo da denominacdo Cystoisospora belli, portanto, neste trabalho
usamos a nomenclatura Isospora belli.

Até a década de 70 pouca importancia clinica era atribuida a esses parasitos, com raros
relatos de infeccdes em humanos. Até 1935 apenas 200 casos de isosporiase humana foram
notificados no mundo (NEIRA-OTERO et al., 2010), enquanto que os primeiros casos de
criptosporidiose em humanos foram relatados somente em 1976, um em uma crianca saudavel
(NIME et al., 1976) e outro em adulto imunossuprimido (MEISEL et al., 1976). No inicio da
década de 80, com o advento da AIDS, foram relatados inimeros casos humanos de infec¢des
por Cryptosporidium e/ou 1. belli (TZIPORI; WIDMER, 2008; NEIRA-OTERO et al., 2010).
A associagdo entre AIDS e esses protozoarios tem atraido a atencdo da comunidade médica e
cientifica por todo o mundo.

A criptosporidiose conquistou ainda maior importancia na satde publica apos
diversos surtos de veiculagao hidrica, como o surto de criptosporidiose por agua no Texas
(1985) e na Georgia (1986), Estados Unidos da América (EUA). Em 1988, a agéncia norte
americana de protecdo ambiental, USEPA (United States, Environmental Protection
Agency), incluiu a pesquisa de Cryptosporidium na lista de prioridade de dgua potédvel
(HACHICH, 2002). Contudo, em 1993 ocorreu o maior surto de criptosporidiose no
mundo na cidade de Miliwaukee, EUA, que afetou cerca de 400000 pessoas (MAC
KENZIE et al., 1994).

No Brasil, em 12 de Dezembro de 2011, o Ministério da Saude publicou a Portaria n°
2914 1469, que revogou as Portarias n° 1469 de 2000 e 518 de 2004, reforcando a
recomendacdo da inclusdo da pesquisa de organismos patogénicos em agua destinada a
consumo humano, visando o padrdo de auséncia, dentro outros, de cistos de Giardia e

oocistos de Cryptosporidium (BRASIL, 2011).
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2.2 BIOLOGIA DE Cryptosporidium E Isospora belli

Os coccideos Cryptosporidium e 1. belli t€tm como habitat normal a mucosa intestinal
de seus hospedeiros, com excecdo de algumas espécies de Cryptosporidium, como C. muris,
que se localizam na mucosa gastrica.

O ciclo evolutivo desses coccideos intestinais ¢ monoxénico, completando-se dentro
de um tunico hospedeiro, passando por diferentes estagios evolutivos: excistamento, ciclo
assexuado (merogonia), e ciclo sexuado (gametogonia) (Figura 1). O ciclo comeg¢a com a
ingestdo de oocistos viaveis e infectivos por um hospedeiro susceptivel. A forma infectante
das espécies do género Cryptosporidium e da I. belli é o oocisto, elemento de resisténcia do
parasito que permite a disseminag@o da infec¢do. O oocisto de Cryptosporidium ¢ esférico ou
ovoide, mede entre 4 a 6um de didmetro e contem quatro esporozoitos no seu interior (Figura
1A) (DEL COCO; CORDOBA; BASUALDO, 2009). O oocisto infectante de 1. belli se
caracteriza por ser elipsoide e apresentar uma membrana fina, com tamanho variando de 25 a
30um de comprimento e 10 a 19um de largura, apresentando no seu interior dois
esporocistos, contendo cada um quatro esporozoitos (Figura 1B) (LINDSAY; DUBEY;
BLAGBURN, 1997). No aparelho digestivo do hospedeiro, essas formas sofrem
excistamento, que consiste na ruptura da parede do oocisto e liberagdo dos esporozoitos. Esse
processo requer condi¢des redutoras especificas, como a presencga de proteases e sais biliares
que ajudam a romper o oocisto (WOODMANSEE, 1987).

Os esporozoitos liberados sdo moéveis e invadem os enterocitos, principalmente do
jejuno e ileo, por meio de reconhecimento de receptores especificos. Apds a penetragdo, os
esporozoitos do género Cryptosporidium se desenvolvem na periferia do citoplasma da célula
hospedeira (Figura 1A), enquanto que os esporozoitos da /. belli completam o ciclo no interior
do citoplasma, proximo ao nucleo (Figura 1B). Uma matriz densa de elementos do
citoesqueleto isola o citoplasma hospedeiro do parasito, resultando na formacdo do vacuiolo
parasitéforo (VALIGUROVA et al., 2008). Dentro dessa estrutura, esporozoitos diferenciam-
se em trofozoitos que amadurecem e sofrem divisdes (ciclo assexuado ou merogonia)
formando o meronte tipo I que contem seis a oito merozoitos, estruturalmente similares aos
esporozoitos, que sao liberados e invadem outras células epiteliais repetindo o ciclo assexuado
(etapa que constitui uma fonte de autoinfec¢do) ou diferenciando-se em merontes tipo Il que
contem quatro merozoitos. Essas formas evolutivas iniciam o ciclo sexuado quando se
diferenciam em macro e microgametas. Os microgametas sofrem exflagelagdo e fertilizam os

macrogametas, produzindo o zigoto. A célula ovo ou zigoto se encista, dando origem aos
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oocistos. Os oocistos de Cryptosporidium sofrem esporogonia ainda dentro do hospedeiro,
gerando os esporozoitos infectantes. Os oocistos de Cryptosporidium podem ser de parede
fina ou de parede grossa. Os de parede fina se rompem ainda dentro do hospedeiro liberando
esporozoitos infectantes (fonte de autoinfec¢do), ja os oocistos de parede grossa sio
eliminados nas fezes do hospedeiro, constituindo a forma de resisténcia e de disseminacao
(Figura 1A). Os oocistos de I. belli, por sua vez, sdo liberados pelo hospedeiro ainda
imaturos, contendo apenas um esporoblasto (Figura 1B), e sofrem esporogonia apenas no
ambiente sob condi¢des favordveis de temperatura e pH, tornando-se assim infectante
(LINDSAY; DUBEY; BLAGBURN, 1997; KOSEK et al., 2001; CHEN et al., 2002;
DESPORTES-LIVAGE; DATRY, 2005; DEL COCO; CORDOBA; BASUALDO, 2009;
COLLINET-ADLER; WARD, 2010; MURO et al., 2010).
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Figura 1 - Ciclo biologico de Cryptosporidium (A) e L. belli (B).

Merozoitos

Fonte: Adaptado de PUTIGNANI; MENICHELIA, 2010 e Center for Disease Control and Prevention — CDC
(http://www.cdc.gov/parasites/cystoisospora/biology.html), respectivamente.

2.3 PATOGENESE E MANIFESTACOES CLINICAS

Os protozodarios 1. belli e Cryptosporidium causam as doengas clinicas denominadas
isosporiase e criptosporidiose, respectivamente. Clinicamente essas doencas sdo

indistinguiveis, caracterizadas por uma sindrome gastroentérica. As doengas variam na
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gravidade de leve a severa, e as manifestagdes dependem do sitio de colonizacdo e do estado
imune do hospedeiro (CHALMERS; DAVIES, 2010; NEIRA-OTERO et al., 2010;
NAVANEETHAN et al., 2012).

O principal local de infecg¢@o por essas coccidioses € o intestino delgado. Os danos ou
morte dos enterocitos podem ser decorrentes da invasdo direta e multiplicagao do parasito. As
principais alteragdes microscopicas durante a fisiopatogénese dessas coccidioses sdo atrofia
das vilosidades que pode variar de leve a achatamento total, hiperplasia da cripta e aumento
da permeabilidade celular (CLARK; SEARS, 1996; GOODGAME, 1996; CAPET et al.,
1999; KELLY et al., 2004; KLEIN et al., 2008). O intestino apresenta um infiltrado
inflamatério na lamina propria, com presenca de neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos e células
plasmaticas (CLARK; SEARS, 1996; GOODGAME, 1996; RAO et al., 2012). A apoptose
de célula intestinal tem sido identificada em cultura de células epiteliais biliares e intestinais
(CHEN et al., 1998; CHEN et al., 1999; OJCIUS et al., 1999).

Os mecanismos moleculares pelos quais Cryptosporidium e I. belli causam diarreia
sdo desconhecidos. Os trés principais mecanismos propostos sdo: ma absor¢do resultando
em uma diarreia osmotica; diarreia induzida por produtos inflamatorios; e agdo de
enterotoxina do parasito resultando em diarreia secretéria. Estudos tém relatado ma
absor¢do em alguns pacientes com criptosporidiose, evidenciada por absor¢do de vitamina
B12 e D-xilose reduzida nesses pacientes, além de aumento da ma absor¢do e atrofia das
vilosidades com a carga parasitaria aumentada (GOODGAME et al., 1995; KLEIN et al.,
2008). Outros estudos tém demonstrado que a permeabilidade celular e inflamacao
aumentadas na lamina propria contribuem para a diarreia via agdo de citocinas e
neuropeptideos (GOODGAME, 1996; BORAD; WARD, 2010). Resumidamente, os
mecanismos causadores da diarreia por essas coccidioses sdo multifatoriais, consistindo do
efeito do parasito e seus produtos sobre o epitélio e a resposta inflamatoria e imunologica,
levando a absor¢do intestinal debilitada e secrecdo aumentada. A natureza aquosa e
volumosa da diarreia assemelha-se com diarreia secretdria, sugestivo de acdo de
enterotoxina produzido pelo parasito, entretanto, embora a atividade de toxina tenha sido
observada em estudos in vitro, até o momento nenhuma enterotoxina foi isolada desses
coccideos (GUARINO et al., 1994; 1995; NEIRA-OTERO et al., 2010).

Os sinais e sintomas clinicos da criptosporidiose ¢ da isosporiase varia de acordo o
estado imunologico do paciente. Em individuos imunocompetentes essas coccidioses sdo
limitadas ao trato gastrointestinal, os sinais e sintomas clinicos variam de individuos

assintomaticos a aqueles com sintomas gastrointestinais leves e autolimitados. A diarreia tem
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inicio subito e ¢ geralmente aquosa e volumosa. Outros sintomas agudos incluem dor
abdominal, ndusea, febre, anorexia e desidratagio (NEWMAN et al., 1999; XIAO et al., 2001;
PEREIRA et al., 2009; CHALMERS; DAVIES, 2010), com duracdo média dos sintomas de
12 dias (MAC KENZIE et al., 1994). Em um estudo realizado com 87 criangas do Kuwait
com infec¢do por Cryptosporidium, foi demonstrada a maior frequéncia de diarreia aquosa
(83%) e desidratacdo (20%) entre os sintomas. Febre estava presente em 21% dos casos, e
16% queixaram de nausea e vomito (IQBAL; KHALID; HIRA, 2011).

Embora pacientes imunocompetentes, bem nutridos e saudéaveis sejam portadores
assintomaticos, ou se recuperem espontaneamente da isosporiase e/ou criptosporidiose, alguns
grupos de pacientes imunocomprometidos, especialmente individuos com HIV/AIDS, podem
sofrer doenga cronica e prolongada, algumas vezes com desfechos fatais. Em tais pacientes
essas coccidioses sdo caracterizadas por diarreia cronica e persistente, resistente ao tratamento
(MALIK et al., 2005; ABUBAKAR et al., 2007, PEREIRA et al., 2009; CHALMERS;
DAVIES, 2010; MURO et al., 2010; NEL et al., 2011; BOYLES et al., 2012). Em geral,
pacientes com HIV/AIDS apresentam um amplo espectro de manifestagdes clinicas, variando
de assintomatico a enfermidade fulminante, dependendo do local da infec¢do e contagem de
células T CD4 (ASSEFA et al., 2009; CHEN et al., 2002). Individuos com contagem de
células T CD4 menor que 200 células/ul geralmente apresentam quadros mais graves das
infecgcdes por Cryptosporidium e 1. belli (GUPTA et al., 2008; ASSEFA et al., 2009;
KULKARNTI et al., 2009; OLESEGUN; OKAKA; MACHADO, 2009; PAVIE et al., 2012).

Em pacientes imunocomprometidos, além de doenca intestinal severa, doenga
extraintestinal também pode se desenvolver, e geralmente representa uma extensdo da
infec¢do intestinal primaria. Em tais individuos, a criptosporidiose pode afetar todo o trato
gastrointestinal incluindo vesicula biliar e ducto pancredtico, podendo causar colangite
esclerosante (ABDO et al., 2003) e pancreatite (DASSOPOULOS; EHRENPREIS, 1999).
Pacientes com AIDS podem também apresentar sintomas como bronquite, tosse e secrecdes,
dispnéia e dor toracica, devido a colonizacdo do trato respiratorio pelo Cryptosporidium
(PALMIERI et al., 2005; CHALMERS; DAVIES, 2010). A isosporiase também pode
apresentar disseminagdo extraintestinal, acometendo linfonodos mesentéricos, baco e figado
(MICHIELIS et al., 1994; FRENKEL et al., 2003; PEREIRA et al., 2009). Embora a
disseminagdo extraintestinal desses coccideos em pacientes imunossuprimidos seja mais
comumente relatada na literatura, este evento também pode acontecer em individuos
imunocompetentes, principalmente em criangas. Mor et al. (2010) avaliou escarro de 48

criancas da Uganda e 17 (35,4%) delas apresentaram resultado positivo para criptosporidiose
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respiratoria, 10 (58,8%) dessas criangas eram sauddveis, ndo estavam desnutridas ou
infectadas por HIV.

Outro grupo de risco importante para a criptosporidiose € representado por criancas
menores de cinco anos de idade. Em paises em desenvolvimento, a criptosporidiose tem
sido associada a um ciclo cronico de diarreia, desnutri¢do, prejuizo no desenvolvimento
fisico e diminui¢do cognitiva em criangas. Em um estudo com criangas com diarreia da
Uganda, a infeccdo por Cryptosporidium foi associada com crescimento reduzido e
desnutrigdo (TUMWINE et al., 2003). Outro estudo realizado com criancas de area urbana
pobre do Nordeste do Brasil mostrou associacdo entre aptiddo fisica e fun¢do cognitiva
reduzidas das criangas com a infec¢do por Cryptosporidium (GUERRANT et al., 1999;
BUSHEN et al., 2007).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

A principal via de transmissdo da infeccdo por Cryptosporidium e Isospora belli é a
fecal-oral. O homem pode adquirir indiretamente a infec¢do por ingestdo de oocistos
esporulados através de agua e alimentos contaminados, ou diretamente, por contato com
pessoa ou animal infectado (COLLINET-ADLER; WARD, 2010; MURO et al., 2010). Como
o ser humano ¢é a unica fonte reconhecida de /. belli, a transmissdo zoonotica desse coccideo
ndo tem importancia epidemioldgica (PEREIRA et al., 2009). Por outro lado, protozodarios do
género Cryptosporidium infectam o homem, animais de criagcdo, de estimagdo e silvestres, e
estes podem ser provaveis fontes de contaminacdo de oocistos no meio ambiente. Dessa
forma, a transmiss@o zoonotica desse protozoario tem grande importancia epidemioldgica e na
saude publica (XIAO; FENG, 2008).

A contamina¢do da 4dgua com oocistos esporulados é um importante fator na
prevaléncia da criptosporidiose e isosporiase (MARSHALL et al., 1997). Entretanto, relatos
sobre a transmissdo hidrica de Cryptosporidium sdo muito mais comuns do que para 1. belli.
A resisténcia do Cryptosporidium a processos usuais de desinfeccdo da 4gua, como o
tratamento pelo cloro, a persisténcia da viabilidade dos oocistos no ambiente por varios dias e
capacidade de infectar diferentes tipos de mamiferos, como bezerros e animais domésticos,
favorecem a contaminacdo da dgua (MARSHALL et al., 1997; AGNAMEY et al., 2010a;
MURO et al., 2010; SMITH; NICHOLS, 2010).
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A contaminacdo da dgua potavel na transmissdo da criptosporidiose é responsavel por
varios surtos, especialmente em paises desenvolvidos (YODER et al., 2008; CHALMERS et
al., 2009). De acordo com Baldursson e Karanis (2011), cerca de 200 surtos veiculados por
agua e causados por protozodrios foram relatados durante o periodo de 2004 a 2010 e, mais de
90% desses surtos ocorreram na Australia, América do Norte e Europa. Cryptosporidium foi o
agente etioldgico em 60,3% desses surtos. Em 1993, mais de 400.000 residentes de
Milwaukee, nos EUA, desenvolveram diarreia associada a consumo de agua potavel
contaminada com oocistos de Cryptosporidium (MAC KENZIE et al., 1994). Desde 1988, os
EUA incluiu a pesquisa de Cryptosporidium na lista de prioridade de agua potavel
(HACHICH, 2002). H4 também relatos de surtos de criptosporidiose veiculados por agua
recreacional, como piscinas e lagos (MATHIEU et al., 2004; INSULANDER et a.l, 2005;
CHALMERS et al., 2009). No Brasil ha poucos relatos de surtos por Cryptosporidium, e
todos eles sdo em creches infantis de Sdo Paulo (CARVALHO; CARVALHO; MASCARINI,
2006; GONCALVES et al., 2006). Embora as fontes desses surtos ainda ndo tenham sido
identificadas, a contaminacdo ambiental ¢ observada em rios e reservatdrios de agua publica
em diferentes regides de Sdo Paulo (FRANCO; ROCHA-EBERHARDT; CANSTUSIO
NETO, 2001; HACHICH et al., 2004; ARAUJO et al., 2011; SATO et al., 2013). No Brasil,
desde 2000, o Ministério da Saude recomenda a inclusdo da pesquisa de Cryptosporidium em
agua potavel (BRASIL, 2000).

Existem relatos de surtos de criptosporidiose veiculados a ingestdo de alimentos,
(PONKA et al., 2009; GORMLEY et al., 2011). Alguns tém sido associados a cidra de maci
preparada da fruta inapropriadamente higienizada (BLACKBURN et al., 2006). Um surto
envolvendo 88 pessoas em Washington, EUA, foi relacionado a alimento contaminado com
Cryptosporidium por manipulador infectado (QUIROZ et al., 2000). No Brasil, oocistos de
Cryptosporidium tém sido identificados em hortalicas destinadas ao consumo humano
(SILVA; ANDRADE; STAMFORD, 2005; MONTOVANI; ARAUJO; KANAMURA,
2010), a exemplo da alface e rucula (TAKAYANAGUI et al., 2001).

Os parasitos Cryptosporidium e 1. belli t€m ampla distribuicdo geografica. Ocorrem em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento de todos os continentes, embora /. belli seja mais
prevalente em regides tropicais e subtropicais (LINDSAY; DUBEY; BLAGBURN, 1997;
MURO et al., 2010). As taxas de infec¢do variam de acordo com as condicdes
socioeconOmicas, caracteristicas imunoldgicas e a idade do hospedeiro. A infecgdo por 1. belli,
que ¢ menos comum que a infec¢do por Cryptosporidium, raramente € relatada em individuos

imunocompetentes, mas ¢ relativamente frequente em pacientes com HIV/AIDS. Em
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Bangladesh a taxa de infeccdo por Cryptosporidium e I. belli em pacientes com HIV/AIDS foi
de 47,14% (33/70 pacientes) e 28,6% (20/70) e em individuos HIV negativos foi de 5,71%
(4/70) e 2,8% (2/70), respectivamente (NOOR et al., 2012). Nos EUA, as taxas de infec¢do por
L belli em pacientes com AIDS variam de 0,2-3% (PETERS et al., 1986; PEREIRA et al.,
2009), ja em alguns paises da Africa variam de 3-20% (PEREIRA et al., 2009).

De acordo com revisdo de Collinet-Adler e Ward (2010), as taxas de infec¢do por
Cryptosporidium variam de 0,26-22% (média de 2,2%) em imunocompetentes ¢ 6-70%
(média de 14%) em imunocomprometidos em paises desenvolvidos, e de 1,4-40,9% (média
de 6,1%) em imunocompetentes e 8,7-48% (média de 24%) em imunocomprometidos em
paises em desenvolvimento. Além disso, cerca de 7,5% dos individuos infectados pelo
protozodario apresentam-se sem diarreia.

No Brasil, a prevaléncia de infeccdo por /. belli varia de 1 a 32,3% em pacientes com
HIV/AIDS (PEREIRA et al., 2009). Em estudo em Belém do Para, a frequéncia de 1. belli foi
de 32,3% em pacientes HIV positivos com diarreia persistente (LAINSON; SILVA, 1999).
Este estudo ressalta a importancia da pesquisa deste coccideo em casos de diarreia persistente,
especialmente em pacientes com AIDS. Em Minas Gerais, Oliveira-Silva et al. (2007)
analisaram amostras fecais de 638 amostras de fezes de pacientes com HIV/AIDS no periodo
de Julho/1993 a Junho/2003, e encontrou uma frequéncia de 1. belli de 15,5% e 7,8% em
pacientes com e sem diarreia, respectivamente. Na regido Nordeste do Brasil, Rocha e Santos
(2002) analisaram 422 amostras de pacientes com HIV/AIDS internados na cidade de Natal,
com diarreia cronica, e encontraram oocistos de /. belli em 13,3% dos pacientes.

Estudo realizado em Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, no periodo de Janeiro/1998 a
Dezembro/2008, amostras fecais de 1100 pacientes portadores de HIV foram analisadas para
pesquisa de coccideos intestinais, Cryptosporidium e 1. belli foram encontrados em 0,3% e
4,2% dos pacientes, respectivamente (CARDOSO et al., 2011), refletindo a reducdo na
prevaléncia de parasitos intestinais oportunistas com o advento da terapia antirretroviral. Isto
também foi observado em outros estudos (BACHUR et al., 2008; BRADY et al., 2010).

A criptosporidiose ¢ um problema de satde publica tanto em paises em
desenvolvimento quanto nos desenvolvidos. Geralmente nos paises em desenvolvimento a
infeccdo ¢ endémica, ja nos paises desenvolvidos ocorrem em surtos, ou casos esporadicos,
porém em numero substancial (PUTIGNANI; MENICHELLA, 2010). O Centro de Vigilancia
de Doengas de Notificagdo do Wales, Inglaterra relatou um total de 18.235 casos de infec¢des
por Cryptosporidium na regido no periodo de 2000 a 2003 (CHALMERS et al., 2009). Na

Franca 407 casos de criptosporidiose foram notificados de janeiro/2006 a dezembro/2009
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(The ANOFEL Cryptosporidium National Network, 2010). Dados de vigilancia dos EUA
revelam que, em 2009, 7.656 casos de criptosporidiose foram relatados (2,5 por 100.000
habitantes), ja em 2010 houve um aumento para 8.951 casos (2,9 por 100.000 habitantes)
(YODER et al., 2012).

Em vérias regides do mundo tém se observado um pico de incidéncia de
criptosporidiose em criangas imunocompetentes, particularmente na faixa etaria de 0-5 anos.
Na Inglaterra e Gales, de 7.381 casos de criptosporidiose relatados entre os anos de 2000 e
2003, 52,3% (3.863) eram em criangas com idade de 0-9 anos (CHALMERS et al., 2009).
Estudos no Brasil também demonstraram maior prevaléncia de Cryptosporidium nessa faixa
etaria (NASCIMENTO et al., 2009; MEDEIROS et al., 2001). Esse coccideo ¢ um importante
agente etiologico de diarreia infantil no Brasil, com frequéncias variando de 2-10% em
criangas com quadro diarreico (CARVALHO-COSTA et al., 2007; MEDEIROS et al., 2001).
Além disso, alguns estudos demonstram que as creches sdo ambientes propicios a infec¢ao
por Cryptosporidium na infancia (CARVALHO; CARVALHO; MASCARINI, 2006;
NASCIMENTO et al., 2009).

Outros grupos de imunocomprometidos, além dos portadores de HIV, sdo susceptiveis
a infec¢do por Cryptosporidium e I. belli, como pacientes em quimioterapia para o cancer,
pacientes transplantados, desnutridos e pacientes com alguma imunodeficiéncia primaria
(PEREIRA et al., 2009; MURO et al., 2010). Além disso, publicagdes tém destacado esses
patogenos como responsaveis pela diarreia dos viajantes (GOODGAME, 2003; AGNAMEY
etal., 2010b).

2.5 TRATAMENTO

O tratamento da criptosporidiose e isosporiase ¢ bastante complicado e muitas vezes a
doenga reincide. Os agentes antiprotozodrios usuais, como metronidazol e secnidazol, ndo s@o
eficazes para tratar essas coccidioses. Além disso, a conduta terapéutica depende do estado
imune do hospedeiro (COLLINET-ADLER; WARD, 2010).

Em individuos imunocompetentes essas coccidioses sdo autolimitadas e os sinais e
sintomas diminuem espontaneamente em menos de duas semanas. Nesses pacientes a conduta
mais importante ¢ a manutencdo hidroeletrolitica e uso de agentes antidiarreicos (MURO et
al., 2010; LEITCH; HE, 2012). Entretanto, inuimeros estudos tém demonstrado a eficacia de

alguns farmacos no tratamento dessas enfermidades.
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A isosporiase ¢ tratada com cotrimoxazol, nas dosagens de: 160mg de Trimetoprim +
800mg de Sulfametaxazol em adultos, e 5mg/Kg de Trimetoprim + 25mg/Kg de
Sulfametaxazol em criangas, a cada 12 horas por 7-10 dias (ESCOBEDO et al., 2009; MURO et
al., 2010). Em pacientes imunossuprimidos, a dose e a duragdo do tratamento pode ser
aumentada (MURO et al., 2010). Pirimetamina e nitazoxanida também tém mostrado efeitos
benéficos no tratamento da isosporiase (CABELLO et al., 1997; PEREZ-MOLINA et al., 2010)

A nitazoxanida ¢ um composto tiazol com amplo espectro de agdo contra helmintos e
protozodrios, inclusive Cryptosporidium e Isospora belli. E a tnica droga aprovada pelo FDA
(Food and Drug Administration) para tratamento da criptosporidiose. Varios estudos apoiam o
uso deste farmaco no tratamento da infec¢do por Cryptosporidium entre individuos HIV
negativos, principalmente em criangas, nas quais a doenca pode ser severa. Ensaios clinicos,
duplo-cegos e randomizados conduzidos em individuos imunocompetentes HIV negativos
com criptosporidiose mostram que os grupos tratados com nitazoxanida por 3 dias obtiveram
cura clinica e parasitoldgica da infec¢do por Cryptosporidium significativamente maior que o
grupo placebo (ROSSIGNOL et al., 2001; AMADI et al., 2002; ROSSIGNOL et al., 2006).

Por outro lado, a eficacia da nitazoxanida no tratamento da criptosporidiose em
pacientes HIV/AIDS ainda é questionavel, e os estudos apresentam resultados conflitantes
(ROSSIGNOL et al., 1998; ROSSIGNOL, 2006; AMADI et al., 2009; CABADA; WHITE
JUNIOR, 2010). De acordo a uma meta-analise publicada em 2007 (ABUBAKAR et al.,
2007) ndo ha evidéncia para apoiar agentes quimioterapicos para tratamento da
criptosporidiose em pacientes imunocomprometidos. Nos pacientes com HIV/AIDS o mais
importante no combate da criptosporidiose € a restauracdo do sistema imune com o uso da
terapia antirretroviral altamente ativa. Os inibidores de protease (IP), como ritonavir,
indinavir e saquinavir, por exemplo, podem ser capazes de erradicar Cryptosporidium levando
a cura clinica e parasitoldgica, através da restauragdo do sistema imune (DEMARCHI et al.,
2012). Além disso, os IP afetam diretamente o ciclo de vida do Cryptosporidium em modelos
in vitro e in vivo (MELE et al., 2003).

Outros farmacos usados no tratamento da criptosporidiose sdo paramomicina,
azitromicina e claritromicina. A paramomicina, um aminoglicosideo ndo absorvivel, que age
reduzindo a sintese de proteinas do parasito através da ligagdo ao ribossomo, reduz a diarreia,
mas nao erradica a doenga (CABADA; WHITE JUNIOR, 2010). A maioria dos estudos
sugere o uso dessa droga em combinag¢do com azitromicina ou com antirretrovirais em casos

de pacientes HIV/AIDS (CHEN et al., 2002).



32

2.6 DIAGNOSTICO

Os sintomas clinicos da criptosporidiose e isosporiase sdo inespecificos, podendo
confundir-se com outras causas de gastroenterites, como por exemplo, quadros infecciosos
por Giardia duodenalis, Cyclospora, Escherichia coli enteropatogénica, entre outros
(CHALMERS; DAVIES, 2010). Dessa forma, a identificagdo do agente etioldgico torna-se
fundamental para direcionar o tratamento e o acompanhamento médico do paciente.

Para o diagndstico dessas coccidioses, métodos microscopicos, imunoldgicos e
moleculares podem ser utilizados. Cada método apresenta uma finalidade, bem como

vantagens e desvantagens.

2.6.1 Métodos microscopicos

O diagnostico laboratorial da infec¢do por Cryptosporidium e/ou Isospora belli é
realizado rotineiramente pela identificagdo microscdpica de oocistos do parasito nas fezes,
ou mesmo em outros materiais bioldgicos, como aspirado duodenal e biliar, e material de
biopsia intestinal (CHEN et al., 2002; PEREIRA et al., 2009). As técnicas habituais
utilizadas para pesquisa de “larvas, ovos e cistos” de parasitos podem ser usados para
deteccdo e identificagdo dos oocistos de 1. belli, uma vez que estes sdo relativamente
grandes e visiveis ao microscopio Optico, com ou sem lugol (LINDSAY; DUBEY;
BLAGBURN, 1997; NEIRA-OTERO et al., 2010). Entretanto, essas técnicas nao sao
adequadas para detec¢do de oocistos de Cryptosporidium, cerca de 5-6 vezes menor que
Isospora e, tendo em vista a eliminacdo intermitente e as vezes de pequenas quantidades de
oocistos, recomenda-se a combinagdo entre técnicas de concentracdo e coloragdo para o
diagndstico desses coccideos (HUBER; BONFIM; GOMES, 2003; HUBER; BONFIM;
GOMES, 2004; PEREIRA et al., 2009).

A pesquisa de oocistos em amostras fecais exige frequentemente técnicas de
concentracdo através de flutuacdo, mediante utilizagdo de solug¢des saturadas de agucar,
cloreto de soédio ou sulfato de zinco, ou pela sedimentacdo, geralmente utilizando-se a
metodologia do formol-éter ou formol-acetato de etila. Esses métodos aumentam as chances
de encontrar oocistos e cistos, principalmente em individuos assintomaticos (HUBER;

BONFIM; GOMES, 2003; HUBER; BONFIM; GOMES, 2004).
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Os métodos de coloracdo baseados na propriedade alcool-acido resisténcia desses
coccideos, como as técnicas de coloragdo Ziehl-Neelsen e suas variantes sdo muito usados na
rotina (Figura 2 e Figura 3). Outros métodos de coloragdo de coccideos incluem Verde
Malaquita, Giemsa, Auramina, Safranina, Nigrosin ¢ Light Green (MA; SOAVE, 1983;
BAXBY; BLUNDELL; HART, 1984; POHJOLA, 1984; CASEMORE, 1991; IGNATUS et
al., 1997a; ELLIOT; MORGAN; THOMPSON, 1999). No entanto, essas técnicas nao tém
sensibilidade e especificidade devidamente conhecidas, o que dificulta uma padronizagdo da
rotina diagnostica desses protozoarios entre os diferentes laboratdrios clinicos. Além disso,
poucos laboratdrios fazem o diagnéstico de Cryptosporidium e/ou I. belli no Brasil (SODRE;
FRANCO, 2001).

Outro exame que pode ser usado na rotina ¢ o histopatolégico, usado em material de
autopsia e biopsia. Neste exame podem-se observar os estagios do ciclo dos parasitos pela
colorag¢do hematoxilina-eosina (CHALMERS; DAVIES, 2010).

Embora tradicionalmente a detec¢do de Cryptosporidium e I. belli seja baseada no
exame de fezes frescas ou preservadas em formalina, o diagndstico parasitoldgico tem varias
limitagcdes: consome tempo, requer um microscopista experiente para identificar os
organismos e pode apresentar sensibilidade limitada quando ha poucos oocistos nas amostras
fecais. Este método também ndo ¢ util para avaliar amostras submetidas a condi¢des
desfavoraveis, como amostras de fezes congeladas ou amostras ambientais, que podem
modificar a morfologia do parasito (JEX et al., 2008). Além disso, os métodos microscopicos
ndo permitem determinar as espécies ou gendtipos envolvidos na infecgdo, fator que ¢
importante principalmente no caso de infec¢des por Cryptosporidium.

Figura 2 — Esfregacos fecais contendo oocistos de Cryptosporidium, corados por Ziehl-Neelsen
modificado. Aumento de 400x (A) e 1000x (B).

Fonte: Laboratério de Parasitologia, Faculdade de Farmécia, UFBA.
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Figura 3 — Esfregacos fecais contendo oocistos de Isospora belli, corados por Ziehl-
Neelsen modificado, com um esporoblasto em aumento de 400x (A) e com
dois esporoblastos em aumento de 1000x (B).

Fonte: Laboratorio de Parasitologia, Faculdade de Farmacia, UFBA.

2.6.2 Métodos imunologicos

Os métodos imunologicos utilizados incluem ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para
detec¢do de antigenos ou anticorpos, imunofluorescéncia direta (IFD) e indireta (IFI) e testes
imunocromatograficos rapidos, que apresentam algumas vantagens sobre a microscopia
(IGNATIUS et al., 1997b; FAYER, MORGAN, UPTON, 2000; MAGI et al., 2006;
JAYALAKSHMI; APPALARAJU; MAHADEVAN, 2008; COLLINET-ADLER; WARD,
2010; TEIXEIRA et al., 2011).

Os testes imunoenzimaticos tém alta sensibilidade e especificidade para o
coprodiagnostico de antigenos de Cryptosporidium, o que independe da deteccdo morfologica
e identificacdo de oocistos, oferecendo uma alternativa diagnoéstica em substituicdo aos
métodos baseados em microscopia e, como detectam antigenos do parasito, um resultado
positivo indica infec¢do recente (IGNATIUS et al., 1997b; JAYALAKSHMI;
APPALARAJU; MAHADEVAN, 2008).

O método de IFD utiliza anticorpo monoclonal contra proteinas especificas da parede
do oocisto do parasito, sendo considerado o padrido-ouro para diagnostico de
Cryptosporidium, e apresenta alta especificidade (96-100%) e sensibilidade (98,5%-100%)
para deteccdo de oocistos em amostras clinicas e ambientais (JEX et al., 2008). Embora a IFD
seja considerada o padrido-ouro para o diagndstico de infeccdo por Cryptosporidium, trata-se

de um método muito caro e pouco usado na rotina diagndstica.
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Uma limitacdo no diagnostico laboratorial do Cryptosporidium, seja através da
microscopia ou da pesquisa de coproantigeno, ¢ que ndo permite a diferenciacio das espécies
do género, visto que estas sdo morfologicamente indistinguiveis e que os anticorpos utilizados
na pesquisa de antigenos nas fezes sdo direcionados contra proteinas género-especificas
(FAYER; MORGAN; UPTON, 2000).

Os métodos para deteccdo de anticorpos para Cryptosporidium e I. belli, como IFI e
ELISA sao simples, rapidos e especificos, porém geralmente apresentam baixa sensibilidade e
problemas de dificuldade de diferenciar infec¢do recente e antiga, e ainda os testes
soroldgicos tém valor limitado quando se examina individuos em area endémica com alta
circulacdo de anticorpos. Por exemplo, em pesquisa soroldgica em uma favela urbana em
Fortaleza, Ceard, revelou mais de 90% de soropositividade para Cryptosporidium em criancas

no seu primeiro ano de vida (NEWMAN et al., 1994).

2.6.3 Métodos moleculares

As técnicas de biologia molecular podem fornecer informacdes muito além das
oferecidas pela microscopia ou métodos imunoldgicos. Esses métodos t€ém ampla aplicacdo na
area da parasitologia, no estudo da sistematica e ecologia dos parasitos, em particular na
taxonomia, evolugdo biologica, genética de populacdes, epidemiologia e interagdes com seus
hospedeiros, melhorando nosso entendimento sobre a relagdo do parasito- hospedeiro (JEX et
al., 2008; FAYER, 2010). Entre os diferentes métodos moleculares aplicados para detec¢do e
caracterizacdo de Cryptosporidium e/ou I belli incluem: reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e suas variantes (Nested-PCR, PCR em tempo real, PCR-RFLP etc), andlise de
microssatélite e sequenciamento (GARCIA, 2010; SKOTARCZAK, 2010).

Esses coccideos apresentam um amplo espectro de sinais e sintomas clinicos,
dependentes da carga parasitdria e do sistema imune do hospedeiro. Entretanto, fatores
relacionados ao gendtipo do parasito ndo podem ser desconsiderados. Estudos de
caracterizacdo molecular de 1. belli e Cryptosporidium t€ém demonstrado a heterogeneidade
genética entre os isolados clinicos destes coccideos (CAMA et al., 2007; RESENDE et al.,
2011). O polimorfismo genético observado abre novas perspectivas para identificacdo de
possiveis gendtipos de I belli e Cryptosporidium que podem causar diferentes

manifestagdes clinicas.
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Os métodos moleculares, principalmente os baseados na PCR, sdo altamente sensiveis
e especificos no diagnodstico desses coccideos e tém sido amplamente utilizados na éarea de
pesquisa, mas ainda ndo ¢ uma realidade na rotina diagndstica, uma vez que sdo métodos
caros, necessitam de um aparato laboratorial moderno e de pessoal capacitado. Muller et al.
(2000) desenvolveram uma técnica molecular para o diagnostico de infeccdo por 1. belli.
Esses autores, através da PCR, descreveram pares de iniciadores e uma sonda de hibridizac¢ao
baseada em regides variaveis da SSU rDNA, para detecgdo de 1. belli em humanos. Enquanto
a caracterizacdo molecular de 1. belli ainda € pouco realizada, mesmos nos grupos de
pesquisa, a analise molecular por PCR de Cryptosporidium estd em franco crescimento, e
atualmente ja ¢ usada na rotina em laboratorios de referéncias em paises desenvolvidos
(CHALMERS et al., 2009), devido a grande ocorréncia de surtos de criptosporidiose nessas
regides e a possibilidade de transmissdo zoonotica deste parasito. As técnicas moleculares tém
sido amplamente utilizadas para determinacdo e resolucdo de surtos causados por
Cryptosporidium, permitindo a determinagdo das fontes de infeccdo e da dinamica de

transmissdo e da relacdo parasito-hospedeiro (SKOTARCZAK, 2009; FAYER, 2010).

2.7 GENOTIPAGEM DE Cryptosporidium

Protozoarios do género Cryptosporidium estdo presentes em mais de 150 espécies de
animais vertebrados. Atualmente sabe-se que o género Cryptosporidium abrange no minimo
20 espécies distintas que infectam diversos hospedeiros vertebrados. A maioria das espécies
tém um hospedeiro dominante, mas podem ser acidentalmente encontradas em hospedeiros
nao usuais (SUNNOTEL et al., 2006; SNELLING et al., 2007; FAYER, 2010; PUTIGNANI;
MENICHELIA, 2010; XIAO, 2010; LEITCH; HE, 2012) (Tabela 1). A vasta maioria dos
casos humanos de criptosporidiose ¢ principalmente causada por duas espécies,
Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis. Mas outras espécies, como
Cryptosporidium felis (PEDRAZA-DIAZ et al., 2001a; XIAO et al., 2001; CACCIO et al.,
2002; CAMA et al., 2007), Cryptosporidium meleagridis (CAMA et al., 2007; ESSID et al.,
2008), Cryptosporidium canis (CAMA et al., 2007), Cryptosporidium suis (CAMA et al.,
2007; FAYER, 2010), Cryptosporidium muris, Cryptosporidium wrairi (FAYER, 2010) e
Cryptosporidium andersoni (FAYER 2010; ESSID et al., 2008) podem infectar humanos

também, especialmente criangas menores de cinco anos e individuos imunocomprometidos
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(PUTIGNANI; MENICHELIA, 2010). Recentemente, uma nova espécie de Cryptosporidium,
C. viatorium, foi identificada em humanos, especialmente em viajantes (ELWIN et al., 2012).
Devido a habilidade de Cryptosporidium para infectar varios animais e a presenca de
oocistos no ambiente, seres humanos podem adquirir infec¢des através de diferentes rotas de
transmissdo, seja antropondtica ou zoondtica. A importancia de cada uma dessas rotas de
transmissdo na epidemiologia da criptosporidiose ndo ¢ muito clara, devido ao fato de que
ferramentas de diagnostico tradicionais ndo tém habilidade para diferenciar a fonte de
contaminac¢do pelo parasito (XIAO, 2010). Assim, ferramentas moleculares sdo essenciais
para determinacdo das espécies/gendtipos de Cryptosporidium presentes em nosso meio para
um melhor entendimento da biologia, epidemiologia e importancia clinica das varias espécies
de Cryptosporidium. Essas técnicas t€m sido essenciais nas investigacdes de surtos veiculados

por 4gua ou alimentos e em estudos de dinamica de transmissdo deste parasito (MATTSSON

et al., 2008; KASPER et al., 2012; NG et al., 2012; CACCIO et al., 2013).

Tabela 1 — Espécies relatadas de Cryptosporidium, seus principais hospedeiros e localizacao.

Espécies de Cryptosporidium Hospedeiro Principal Localizacio
C. andersoni* Bovinos Abomaso
C.baileyi Aves Cloaca, trato respiratorio
C. canis* Canideos Intestino delgado
C. felis* Felideos Intestino delgado
C. galli Aves Proventriculos
C. hominis Humanos Intestino delgado
C. meleagridis* Aves Intestino
C. molnari Peixes Estégamo
C. muris* Roedores Estdmago
C. parvum Ruminantes e humanos Intestino
C. varanii Lagartos e cobras Mucosa intestinal e cloacal

C. serpentis
C. suis*

C. wrairi

C. bovis

C. macropodum
C. scophthalmi
C. fayeri

C. viatorum

C. ryanae

Lagartos e cobras
Porcos

Porcos

Ruminantes
Canguru

Peixe

Canguru

Humanos (viajantes)
Gado

Mucosa intestinal e cloacal
Estémago

Intestino delgado

Intestino delgado
Desconhecido

Intestino

Desconhecido

Intestino delgado

Desconhecido

Adaptado de FAYER, 2010; XIAO, 2010 E ELWIN et al., 2012.
* Espécies ja relatadas em humanos.
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Numerosas técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para diferenciacdo das
espécies/gendtipos de Cryptosporidium, a maioria baseadas na PCR dos genes codificadores
de subunidade pequena do RNA ribossomal (18S rRNA ou SSU rRNA), proteina de parede
de oocisto do Cryptosporidium (COWP), proteina de choque térmico de 70kDa (HSP70),
dihidrofolato redutase (DHFR), glicoproteina de 60kDa (GP60) e B-tubulina. A maioria
dessas ferramentas ¢ desenhada para detectar e diferenciar C. hominis ¢ C. parvum em
amostras clinicas, mas é importante que sejam capazes de diferenciar também outras espécies
zoondticas de Cryptosporidium que podem ocasionalmente infectar o homem (SULAIMAN;
XIAO; LAL, 1999). A técnica de nested-PCR-RFLP dos genes COWP (SPANO et al., 1997a;
PEDRAZA-DIAZ et al., 2001b) e 18S rRNA (XIAO et al., 1999a; 2001), com o auxilio das
enzimas de restri¢do Rsal, Sspl e Vspl permite diferenciar as principais espécies que infectam
0 homem (SULAIMAN; XIAO; LAL, 1999). A andlise genética de varios loci por PCR ou
sequenciamento ¢ uma ferramenta muito utilizada para genotipar isolados de Cryptosporidium
de diferentes areas geograficas. Em muitos casos, utiliza-se apenas um unico locus para
discriminacdo das espécies/gendtipos de Cryptosporidium, entretanto, é recomendado que
mais de um locus seja caracterizado, uma vez que os genes utilizados como marcadores
podem sofrer mutagdes, o que pode produzir resultados aleatérios e ambiguos (XIAO et al.,
2004; SILVA, 2004).

O gene codificante da subunidade menor ribossomal de Cryptosporidium foi primeiro
descrito por Le Blancq et al. (1997), permitindo que diversos estudos fossem realizados a
partir deste momento. Ha cinco cdpias deste gene do genoma deste coccideo e estdo dispersos
em trés cromossomos. Este locus ¢ amplamente utilizado na caracterizagdo molecular de
Cryptosporidium (XIAO et al., 1999a; 2001; STURBAUM et al., 2001; WARD et al., 2002).

O gene codificador da proteina de parede do oocisto (COWP) foi clonado e descrito
por Spano et al. (1997b). Este gene consiste de uma sequencia aberta de leitura de 4866
nucleotideos, e codifica um polipeptideo de 1622 aminoacidos. A proteina codificada por este
gene ¢ rica em cisteina, que confere rigidez a parede do oocisto através de pontes dissulfeto.
Este gene se apresenta com uma Unica copia no genoma (SILVA, 2004). Muitos grupos de
pesquisa estudam esse gene para analise de polimorfismo de isolados de Cryptosporidium
(SPANO et a.l, 1997a; PEDRAZA-DIAZ et al., 2001b; LEONE et al., 2009).

A Nested-PCR ¢ um meétodo sensivel e especifico no qual hd duas reagdes de
amplificacdo acopladas. O produto da primeira PCR (amplicon) é submetido a um segundo

processo de amplificacdo, utilizando outro conjunto de iniciadores homodlogos a uma
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sequencia interna ao segmento inicialmente amplificado. Esse método ¢ mais sensivel e
especifico do que a realizag¢do de apenas uma reagdo de PCR (SKOTARCZAK, 2010).

A técnica de polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo ou RFLP (do
inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism) é um dos métodos mais utilizados para a
determinag@o de espécies de Cryprosporidium. Seu principio é a digestdo com enzimas de
restri¢ao dos produtos da PCR ou Nested-PCR. Estas enzimas sdo endonucleases que clivam
o DNA em sitios especificos resultando em fragmentos de varios tamanhos que, quando
analisados em gel de agarose ou policrilamida, resulta em diferentes padrdes de bandas que
possibilitam a diferenciagdo das espécies de Cryptosporidium (GRECA, 2010). A analise de
RFLP dos genes 18S rRNA com enzimas Sspl e Vspl e COWP com Rsal, permite a
diferenciag@o da maioria das espécies de Cryptosporidium ja isoladas em humanos (Tabela 2).

No Brasil existem poucos estudos sobre genotipagem de Cryptosporidium. Em
Fortaleza (Ceard) de 42 isolados de Cryptosporidium em criangas de uma favela urbana, 24
(57,1%) foram caracterizados como C. hominis ¢ 18 (42,9%) como C. parvum (BUSHEN et
al., 2007). Em estudo realizado com pacientes portadores de HIV em Sao Paulo, de 27
isolados, 17 (63%) foram caracterizados como C. hominis, 4 (14,8%) C. parvum, 5 (18,5%)
C. felis e um (3.7%) C. canis (LUCCA et a.l, 2009). Na Bahia, onde este estudo foi
desenvolvido, até entdo eram desconhecidas as espécies/gendtipos de Cryptosporidium que

circulam nessa area.

Tabela 2 — Fragmentos gerados dos genes COWP e 18S rRNA amplificados por PCR,
apos digestao com enzimas de restrigao.

Gene COWP (~553pb)

Gene 18S rRNA (~825pb)

Espécie . 5 5

Rsal Sspl Vspl
C. hominis 284,129, 106 and 34pb 448,247 e 106, 11, 12pb 561, 116, 104, 70pb
C. parvum 413, 106 and 34pb 448,247 e 106, 11, 12pb 628, 116, 104pb

C. meleagridis

372, 147 and 34pb

448,247, 106, 11, 11pb

456, 171, 104, 102pb

C. canis - 417, 254, 105, 33, 20pb 633,102, 94pb

C. suis - 453,365, 11, 9pb 632, 104, 102pb
C.muris - 385,448pb 731, 102pb

C. felis - 426, 390, 33, 15pb 476, 182, 104, 102pb

1 Pedraza-Diaz et al. (2001b); * Xiao et al. (1999b, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes metodologias de detec¢do de oocistos de Cryptosporidium e
Isospora belli em amostras fecais e caracterizar genotipicamente isolados de

Cryptosporidium.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (Comparar quantitativa e qualitativamente as técnicas de concentragdo de formol-
acetato de etila e sedimentacgdo por centrifugacdo, bem como as técnicas de coloragdo
de Ziehl-Neelsen modificado, auramina e safranina para o diagndstico parasitologico

de Cryptosporidium e Isospora belli.

e Avaliar a perda de oocistos de Cryptosporidium e I. belli no anel de detritos
gordurosos, formado durante a concentracdo de fezes pela técnica de formol-acetato

de etila.

e Comparar o método parasitolégico por microscopia para detec¢do de Cryptosporidium
com a pesquisa de coproantigeno através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e avaliar

os resultados discordantes utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

o Caracterizar as espécies de Cryptosporidium de amostras fecais humanas, através da
PCR, seguida da avaliagdo do polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo

(PCR-RFLP).
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4. MATERIAL E METODOS

A realizagdo deste estudo abrangeu dois momentos distintos. Inicialmente, foi
realizada a avaliagdo de diferentes técnicas parasitologicas para a identificagdo de
Cryptosporidium e Isospora belli em amostras fecais, com objetivo de determinar qual o
melhor método parasitologico para o diagnostico simultaneo desses coccideos intestinais. O
método parasitologico considerado mais eficiente foi comparado com a pesquisa de antigenos
nas fezes através de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Posteriormente, foi realizada a
genotipagem por PCR-RLFP de isolados de Cryptosporidium de amostras fecais humanas,
para determinar as espécies de Cryptosporidium predominantes em nosso meio. Este trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Saude do Estado da Bahia

(SESAB) (ANEXO A).

4.1 COMPARACAO ENTRE TECNICAS PARASITOLOGICAS PARA IDENTIFICACAO
DE Cryptosporidium E Isospora belli EM AMOSTRAS FECAIS

4.1.1 Amostras fecais

Para o estudo comparativo entre os diferentes métodos de deteccdo de oocistos, 27
amostras fecais positivas para Cryptosporidium e 15 amostras positivas para [ belli,
conservadas em formalina a 10% foram utilizadas em todas as andlises. As amostras positivas
usadas nessa fase do estudo foram obtidas do Setor de Parasitologia do Laboratorio Central de
Satde Publica da Bahia (LACEN-BA), durante rotina laboratorial de pesquisa desses
coccideos em amostras fecais de pacientes com AIDS ou de criangas com diarreia. Nao houve

acesso a qualquer outra informagao sobre os pacientes.

4.1.2 Métodos parasitologicos avaliados

Cinco diferentes métodos utilizados no diagndstico de Cryptosporidium sp e 1. belli
foram testados. Inicialmente, as amostras foram submetidas a duas técnicas de concentracdo

de oocistos: sedimentagdo por centrifugacdo (SC) e formol-acetato de etila (FE). Para cada
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amostra foram feitos trés esfregacos fecais, um para a SC e dois para FE (um da por¢do do
anel de detritos gordurosos e o outro do sedimento fecal), e depois corados pelo método de
Ziehl-Neelsen modificado (HENRIKSEN; POHLENZ, 1981). Em uma segunda etapa, foi
realizada a comparagdo entre técnicas de coloragdo de oocistos, utilizando 26 amostras
positivas para Cryptosporidium e 15 amostras positivas para 1. belli. As amostras foram
concentradas inicialmente pelo método de SC, e foram confeccionados trés esfregacos fecais
para cada amostra e cada um deles foi submetido as técnicas de coloragdo de Ziehl-Neelsen
modificado (ZN) (HENRIKSEN; POHLENZ, 1981), Safranina (SF) (BAXBY; BLUNDELL;
HART, 1984) e Auramina (AR) (WIN et al., 2008). Para tornar as metodologias comparaveis,
utilizou-se um volume fixo de cinco mililitros de amostra fecal preservadas em formalina, e
os esfregacos foram confeccionados com 25uL. de amostra, espalhados em uma area de 2,5 x
I,5cm na lamina de vidro. Na Tabela 3 segue a descricdo das técnicas utilizadas na

comparacgao.

Tabela 3 — Descricio dos procedimentos das técnicas comparadas neste estudo.

Técnica Procedimento
Sedimentagdo por - 5 mL de amostra de fezes filtrada e diluida em formalina 10% em
centrifugagdo (SC) tubo Falcon

- Centrifugar a 400 x g por 2 minutos
- Desprezar sobrenadante
- Confeccionar o esfregaco fecal usando 25uL. do sedimento.

Formol-acetato de - 5 mL de amostra de fezes filtrada e diluida em formalina 10% em
etila (FE) tubo Falcon

-2,5mL de acetato de etila

- Homogeneizar

- Centrifugar a 400 x g por 2 minutos

-Aspirar 25pul do sedimento do anel de detritos gordurosos para
confeccdo de esfregago

- Desprezar todo o sobrenadante

- Confeccionar o esfregaco fecal usando 25uL. do sedimento.

Ziehl-Neelsen - Fixar esfregacos fecais com metanol
modificado (ZN) - Cobrir esfregago com papel filtro
- Adicionar carbofucsina, corar por 15 min
- Retirar o papel,

- Enxaguar o esfregago com alcool a 50% para retirar o excesso de
corante e agua corrente

- Descorar com alcool-acido sulfurico por 2 min

- Lavar em agua corrente

- Contracorar o esfregaco com azul de Loeffler por 3 min

- Lavar em agua corrente

- Secar ao ar

- Leitura em microscépico optico (Olympus CX31RTSF) na objetiva
de 400x.
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Auramina (AR) - Fixar esfregacos fecais com metanol

- Adicionar o corante Auramina O sobre o esfregago, deixar corar por
15 min

- Lavar com 4gua corrente

- Descorar com alcool-acido cloridrico por 2 min

- Lavar em agua corrente

- Contracorar o esfregaco com permanganato de potassio por 3 min

- Lavar em agua corrente

- Secar no escuro

- Leitura no periodo maximo de 2 horas apods coloragdo, em
microscopico de fluorescéncia (Olympus BX41) na objetiva de 400x.

Safranina (SF) - Fixar esfregacgos fecais com metanol

- Adicionar o corante Safranina sobre o esfregaco

- Aquecer o corante na chama até inicio da fervura

- Lavar com agua corrente

- Contracorar o esfregago com azul de Loffler por 3 min

- Lavar em agua corrente

- Secar ao ar

- Leitura em microscopico optico (Olympus CX31) na objetiva de
400x.

4.1.3 Analise comparativa entre os métodos parasitologicos

Para a analise comparativa entre os métodos de concentragdo e de coloragdo de
oocistos de Cryptosporidium e 1. belli avaliados, foram examinados 20 campos microscopicos
com aumento de 400x. Os esfregacos fecais foram examinados por dois microscopistas
diferentes, sem conhecimento prévio das amostras. Em casos de discordancia igual ou
superior a 10% no numero de oocistos detectados, um terceiro analista fazia a releitura dos
esfregacos. O poder de detec¢do dos métodos foi avaliado pela quantidade total de oocistos
visualizados em 20 campos microscopicos, € a qualidade pela presenga de impurezas, nivel de
impregnacdo do corante pelos oocistos e o contraste com a coloracdo de fundo dos esfregacgos
fecais. Os esfregacos fecais com mais de 50% dos campos avaliados apresentando
dificuldades na identificagdo microscdpicas dos parasitos (presenca de oocistos descorados,
de artefatos confundentes e/ou contracolorag¢do inadequada, com pouco contraste em relagdo a
cor dos oocistos), receberam a classificagio INFERIOR; entre 25-50%, REGULAR; e abaixo
de 25% dos campos avaliados, foram considerados de qualidade microscopica SUPERIOR.

Para apresentagdo dos dados da analise qualitativa, foi calculado o percentual de
esfregacos fecais classificados nas diferentes categorias, de acordo com o método utilizado.

Nesse estudo foi definido como método ideal ou superior aquele que diferenciava bem os
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oocistos da coloragdo de fundo do esfregaco, e de particulas (leveduras, precipitados de
corante e detritos alimentares) com tamanhos e formas semelhantes aos oocistos, dificultando
a visualizacdo ou se confundindo com estes, durante a leitura pelo microscopista. Foi
analisada também a perda de oocistos de Cryptosporidium e I. belli no anel de detritos
gordurosos, produzido normalmente na técnica de concentragdo FE, e se essa perda era

significativa de forma a influenciar no desempenho do método.

4.1.4 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism 5.0. O
teste de normalidade d’Agostino-Pearson foi usado para designar qual o teste estatistico mais
apropriado para cada situagdo. Uma vez que o numero de oocistos detectados em 20 campos
microscopicos ndo seguiu a distribui¢do normal, esta variavel foi expressa como mediana,
valores maximo ¢ minimo de oocistos. O teste ndo paramétrico pareado Wilcoxon foi usado
para comparar o nimero de oocistos de Cryptosporidium e 1. belli detectados nas mesmas
amostras por SC e FE. O teste ndo paramétrico ANOVA de Friedman foi usado para
comparar o nimero de oocistos de Cryptosporidium e 1. belli obtidos pelos trés métodos de

coloracdo. Adotou-se o nivel de significincia estatistica de 5% para todos os testes.

4.2 COMPARACAO ENTRE O ZIEHL NEELSEN MODIFICADO E A PESQUISA DE
COPROANTIGENO POR ELISA NO DIAGNOSTICO DA CRIPTOSPORIDIOSE E
GENOTIPAGEM DOS ISOLADOS DE Cryptosporidium DETECTADOS

4.2.1 Origem das amostras

Para esta fase do trabalho, foram utilizadas amostras de fezes provenientes de outro
estudo em andamento sobre infecgdes parasitdrias em criangas. Amostras fecais foram
coletadas de 626 criangas. Os seguintes grupos foram examinados: 258 criangas de creche de
Salvador; 171 criangas com diarreia e 88 com desnutri¢do internadas na Unidade Metabolica
do Centro Pediatrico Prof. Hosanah de Oliveira, Universidade Federal da Bahia (CPPHO-

UFBA); 79 criangas com cancer e 30 criangas portadoras de HIV. Os responsaveis pelas
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criangas foram informados da natureza do estudo e assinaram um Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (ANEXO B).

4.2.2 Comparacio entre o método parasitologico e a pesquisa de coproantigeno por

ELISA para identificacdo de Cryptosporidium em amostras fecais

Amostras fecais dos diferentes grupos descritos acima foram concentradas através da
sedimentacdo por centrifugacdo (SC), coradas pelo Ziehl Neelsen modificado (ZN)
(HENRIKSEN, POHLENZ, 1981) e examinadas por microscopia Optica em aumento de
400x, como descrito no item 4.1.2.

No momento do processamento das amostras, aliquotas das fezes brutas foram
armazenadas em microtubos a -20°C para posterior realiza¢do de pesquisa de coproantigeno
de Cryptosporidium através de ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Wampole Cryptosporidium
I, TECHLAB, Blacksburg, VA, USA), que utiliza anticorpos monoclonal e policlonal para a
detecgdo de antigeno de Cryptosporidium. O ensaio foi realizado de acordo com as instrugdes
do fabricante. Resumidamente, uma quantidade de, aproximadamente, 100mg ou 100uL de
fezes foi diluida em 400uL solucdo tampao diluente. S0pL das amostras fecais diluidas foram
adicionadas nos pocos da placa de ELISA contendo 100uL do tampao diluente, e incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente. Apds a primeira incubacdo, os pogos foram lavados cinco
vezes com solugdo tampdo de lavagem (fosfato tamponado, detergente e timerosal 0,2%), e
50uL do conjugado, contendo anticorpo policlonal contra o antigeno de oocisto de
Cryptosporidium e marcado com peroxidase, foi distribuido nos pogos. Apds segunda
incubag¢do por 30 minutos, os pocos foram lavados como acima e 100puL do substrato
cromoégeno (tetrametilbenzidina e peroxido) foram colocados no pogo, seguido da incubagio
das placas por 10 minutos. A reacdo foi parada com 50uL de solugdo de acido sulfurico 0,6N.
O valor da densidade optica (DO) foi determinado usando espectrofotometro (Awareness
Tecnology Inc, USA), zerando contra o ar a 620nm e lido a 450nm. O “cut-off” fornecido
pelo fabricante foi de 0,090. Para amostra com DO superior ao cut-off, esta foi considerada
positiva. Ao contrario, para amostra com DO inferior ao cut-off, esta foi considerada negativa.
Todas as amostras com até duas vezes o valor do cut-off (DO = 0,180), tiveram os ensaios

repetidos trés vezes.
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A sensibilidade e especificidade do ELISA foram calculadas considerando o método
microscopico como o padrdo-ouro. Nos casos de discordancias entre 0 método microscopico e

a pesquisa de coproantigeno, a andlise da amostra foi repetida, por ambos os métodos.

4.2.3 Extracao de DNA dos isolados de Cryptosporidium

Todas as amostras positivas para Cryptosporidium obtidas no estudo, juntamente com
outras amostras positivas disponiveis no laboratorio (cinco isolados de criangas do interior da
Bahia, dois de criangas de creche de Salvador e dois de adultos portadores de HIV), dando um
total de 25 amostras, foram submetidas a extracdo de DNA, amplificacdo por nested-PCR e
analise do polimorfismo de fragmentos de restricio (RFLP) para determinacdo das espécies
de Cryptosporidium.

Amostras fecais congeladas, positivas para Cryptosporidium, foram submetidas a
extracdo de DNA utilizando o0 QIAmp DNA mini KIT (QIAGEN, Valencia, CA), de acordo
com a recomendagdo do fabricante. Resumidamente, a aproximadamente 200 mg de fezes
foram adicionados 1,4 mL de tampao de lise (ASL), em cada amostra e homogeneizado com
vortex. A suspensdo foi aquecida a 70°C por 5 minutos e centrifugada a 25200 x g por 1
minuto para sedimentar as particulas fecais. Cerca de 1,2 mL do sobrenadante foi transferido
para outro tubo contendo um comprimido de InhibitEx, que tem a fun¢do de adsorver
inibidores da PCR presentes nas fezes. Apds homogeneizagdo em vortex, a suspensdo foi
centrifugada a 25200 x g por 3 minutos para sedimentar os inibidores que se ligaram a matriz
do InhibitEx. Posteriormente, 200 uL do sobrenadante foi transferido para um tubo contendo
proteinase K para degradacdo das proteinas ligadas ao DNA, e incubado a 70°C por 10
minutos. Apos incubacgdo, foram adicionados 200 pL de etanol ao lisado, o qual foi
transferido para a coluna QIAamp e centrifugado a 25200 x g por 1 minuto. A coluna foi
lavada para retirada de impurezas usando o tampao AW1 e centrifugacdo a 25200 x g por 1
minuto, seguido por AW2 e centrifugacdo a 25200 x g por 3 minutos. Por fim, o DNA
purificado foi eluido da coluna com 100 pL de tampao de eluigdo, sob centrifugacdo a 25200

x g por 1 minuto. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até realiza¢do da PCR.
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4.2.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A manipulagdo das reacdes foi realizada em fluxo laminar de uso especifico para PCR,
previamente esterilizado com solucdo de etanol a 70% e irradiado com luz ultravioleta (UV)
por 20 minutos. O DNA foi aplicado nos tubos de reacdo em area separada e em bancada
limpa. Todos os materiais usados para PCR eram novos, livres de DNase ¢ RNase e
previamente autoclavados.

Durante as reacdes de PCR foram utilizados controles positivo e negativo. Os DNAs
utilizados como controles positivos foram provenientes de oocistos isolados de crianga com
diarreia ou de crianga do interior da Bahia, analisados por PCR em Tempo Real em
colaboracdo com Dr. Alexandre Bello, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, e
classificados como Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium parvum, respectivamente. O

controle negativo consistiu de todos os reagentes do PCR, exceto o DNA.

a. Amplificagdo do gene COWP

A amplificagdo do gene COWP foi realizada como descrito por Spano et al. (1997a) e
Pedraza-Diaz et al. (2001b), com algumas modifica¢des. As reagdes de amplificagdo foram
realizadas em um volume total de 50ul. Para a PCR primaria foram utilizados: 1,5mM de
MgCl,, 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,1uM dos
oligonucleotideos (primers) BCOWP-F (5’-ACCGCTTCTCAACAACCATCTTGTCCTC-3”)
e BCOWP-R (5’-CGCACCTGTTCCCCACTCAATGTAAACCC-3’) (Invitrogen), 5 a 10uL
de DNA gendmico, 2,5U de Taq DNA polimerase (Platinum; Invitrogen) e dgua para PCR
livre de DNase e RNase (gqsp 50uL). Os tubos contendo a mistura reacional foram levados ao
termociclador (MyCycler thermal cycler, BioRad) e submetidos a uma partida de 98°C por 2
minutos, e posteriormente a 30 ciclos termais de desnaturacdo (94°C/ 1 min), hibridizag¢do
(65°C/1 min) e extens@o dos produtos formados (72°C/ 1 min), mais uma etapa adicional de
extensdo a 72°C por 10 minutos no final dos ciclos. Os produtos da amplificagdo primaria
foram submetidos a uma reacdo de nested-PCR, utilizando os oligonucleotideos Cry-9 (5°-
GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG-3’) e Cry-15 (5-GTAGATAATGAAGAGATTG
TG-3) (Invitrogen), internos a regido de 769 pares de base (pb) do primeiro produto de PCR,
para amplificar um fragmento de aproximadamente 553pb. As condi¢des de realizacdo do
Nested-PCR foram semelhantes ao PCR primario, com algumas modificagdes: o DNA

(amplicons da reag¢do primdria) foram diluidos 1:100 ou 1:10 e os ciclos termais foram os
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seguintes: desnaturacdo a 94°C por 50 segundos, hibridizacdo dos oligonucleotideos em 55°C
por 30 segundos e extensdo da cadeia a 72°C por 50 segundos, em um total de 30 ciclos,

seguido por extensdo final a 72°C por 10 minutos.

b. Amplificagdo do gene 18S rRNA

As reagdes de amplificagdo do gene 18S rRNA foram realizadas como descrito por
Xiao et al. (1999a, 2001), em um volume total de 50ul. Para a PCR primaria foram utilizados:
4mM de MgCl,, 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,2uM
dos oligonucleotideos (primers) 18S-F (5’-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3") e 18S-R (5°-
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3’) (Invitrogen), 2uL. de DNA genomico, 2,5U de Taq
DNA polimerase (Platinum; Invitrogen) e dgua para PCR livre de DNase e RNase (qsp
50uL). Os tubos contendo a mistura reacional foram levados ao termociclador (MyCycler
thermal cycler, BioRad) e submetidos a uma partida de 94°C por 3 minutos, € posteriormente
a 30 ciclos termais de desnaturagdo (94°C/ 45s), hidridizagcdo (55°C/ 45s) e extensdo dos
produtos formados (72°C/ 1 min), com uma etapa adicional de extensdo a 72°C por 7
minutos. Os produtos da amplificacdo primaria foram submetidos a uma reagdo de nested-
PCR, utilizando 3 [mM de MgCl,, 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 0,1uM dos oligonucleotideos (primers) 18SN-F (5’-GGAAGGGTTGTATTT
ATTAGATAAAG-3") 18SN-R (5’-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’) (Invitrogen),
internos a regido de 1325pb do primeiro produto de PCR, para amplificar um fragmento de
819-825pb, 1uL de amplicon da reagdo primdria diluido 1:100 ou 1:10 , 2,5U de Taq DNA
polimerase e dgua para PCR livre de DNase e RNase (gsp 50uL). As condi¢des do ciclo de

realizagdo do Nested-PCR foram idénticas a reacdo primaria.

¢. Andlise dos amplicons gerados

Todos os produtos gerados nas reagdes de nested-PCR dos genes COWP e 18S rRNA
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% e corado com brometo de etidio.
Resumidamente, as amostras de amplicons foram ressuspensas em tampdo carregador de
amostra (glicerol 50%, azul de bromofenol 0,125% e xileno cianol 0,125%) e aplicadas em
gel de agarose 1%. A eletroforese foi realizada em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) 1x
(Tampao Tris-Acetato-Tris 40mM, 4cido acético 20mM e EDTA 1mM) e a condi¢do de

corrida de 100V por aproximadamente 90 minutos. O marcador de peso molecular (1Kb DNA
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ladder - Invitrogen) e as bandas de DNA das amostras foram coradas pela submersdo em
solugdo de brometo de etidio 0,5ug/mL por 15 minutos, e, apos descoloracdo, visualizadas
por transiluminacdo em luz ultravioleta, quando foram fotografadas e registradas em sistema

de fotodocumentacdo (Loccus Biotecnologia).

4.2.5 Digestao dos produtos de nested-PCR com enzimas de restricio

O tratamento dos produtos do nested-PCR com enzimas de restricdo foi empregado
para avaliar os polimorfismos existentes dentro dos genes estudados, buscando diferenciar as
espécies de Cryptosporidium. Os produtos obtidos para o gene COWP foram submetidos ao
tratamento com enzima de restricdo Rsal 10U/uL (Fermentas), e aqueles obtidos para o gene
18S rRNA foram digeridos com as enzimas Sspl 10U/ul e Vspl 10U/ul (Fermentas). Todas as
reagdes foram realizadas com volume final de 32ul. Nos tubos de reagdo foram adicionados
10uL de produto amplificado, 2uLL do tampéao da enzima 10x (fornecido pelo fabricante), 1U
da enzima de restri¢do e agua livre de DNase ¢ RNase qsp 32uL. Apos colocar todos os
reagentes, os tubos foram incubados a 37°C por um periodo de 16 horas. Apos inativagdo da
enzima, a 65°C por 20 minutos, os produtos digeridos foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 3%, utilizando como tampao de corrida o TAE 1x e voltagem de 100V por 2 horas.
O marcador de peso molecular utilizado foi o 50pb DNA ladder (Invitrogen). O DNA
digerido, corado em imersdo em solug¢do de brometo de etidio 0,5 pg/mL por 15 minutos, e,
ap6s descoloragdo, foi fotografado e registrado em sistema de fotodocumentag¢do (Loccus
Biotecnologia).

Para amostras que apresentaram digestdo incompleta com alguma das enzimas de
restricdo, as reacdes foram repetidas utilizando SuL do produto amplificado, 2uLL do tampao

da enzima, 1U de enzima, para um volume final de rea¢do de 20uL.
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5. RESULTADOS

5.1 COMPARACAO ENTRE TECNICAS PARASITOLOGICAS PARA DIAGNOSTICO
DE Cryptosporidium E Isospora belli

5.1.1 Avaliacio de técnicas de concentracio de oocistos em amostras fecais

a. Andlise quantitativa

Os nuimeros totais de oocistos de Cryptosporidium e 1. belli detectados em 20 campos
microscopicos sdo mostrados na Tabela 4. A Tabela 5 apresenta a mediana, os valores
maximo ¢ minimo do nimero total de oocistos de Cryptosporidium e I. belli nas diferentes
amostras fecais avaliadas. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre as técnicas
de SC e FE na concentrag¢do de oocistos de Cryptosporidium (p>0,05), porém o método de
concentragdo SC foi significativamente melhor que o FE para concentragdo de oocistos de /.
belli (p<0,0001). Além disso, o método SC detectou maior numero de oocistos em 59,3%
(16/27) das amostras positivas para Cryptosporidium e em 100% (15/15) das amostras
positivas para /. belli (Figura 4).

Tabela 4 — Numero total de oocistos de Cryptosporidium e Isospora belli detectados em 20 campos
microscopicos de esfregacos fecais concentrados pelas técnicas de sedimentacio por
centrifugacio (SC) ou formol-acetato de etila (FE). Aumento de 400x.

Cryptosporidium sp Isospora belli
Método de Concentracio Método de Concentracio Método de Concentracio
Amostra SC FE Amostra SC FE Amostra SC FE
Numero de oocistos Numero de oocistos Numero de oocistos

C1 54 18 C16 444 292 I 68 28
C2 636 38 C17 290 68 12 158 28
C3 16 15 C18 326 1380 13 39 11
C4 874 690 C19 1628 1624 14 114 48
Cs 708 3958 C20 848 924 15 138 35
Cé6 1560 2700 C21 1108 910 16 152 51
C7 4038 4554 C22 610 1120 17 89 17
C8 512 1272 C23 380 120 I8 47 22
Cc9 496 1406 C24 60 220 19 29 24
C10 726 330 C25 144 120 110 5 1
C11 50 48 C26 154 80 111 45 31
C12 186 230 C27 86 80 112 318 137
C13 120 138 ———-- - - 113 105 45
C14 28 10 ———-- ---- - 114 9 6

C15 172 6 ————- e - 115 36 32
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Tabela 5 — Mediana e valores minimo e maximo do niimero total de oocistos de Cryptosporidium
e L. belli em 20 campos microscopicos das amostras analisadas.

Protozoario/ SC FE p
Método de Concentragio Mediana da contagem de oocistos
(Minimo - Maximo)
Cryptosporidium sp (n=27) 380 (16 - 4038) 230 (6 - 4554) 0,714
Isospora belli 68 (5-318) 28 (1-137) *<0,0001
(n=15)

As amostras foram concentradas através das técnicas SC e FE, e depois coradas por ZN.
*Um numero significativamente maior de oocistos de 1. belli foi detectado apos concentrag@o por SC do que por
FE (Teste de Wilcoxon).

Figura 4 — Percentual de amostras fecais com maior quantidade de oocistos de Cryptosporidium e
Isospora belli detectados, de acordo com a técnica de concentracio utilizada. As
amostras fecais de Cryptosporidium e I. belli foram concentradas por SC ou FE e
coradas por Ziehl- Neelsen modificado como descrito em Material e Métodos.
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Para avaliar as variagdes no desempenho dos métodos de concentracdo, de acordo com
a carga de oocistos na amostra, as amostras positivas para Cryptosporidium foram
escalonadas usando o método de concentragdo SC como padrio (Tabela 6). Foi observado que
ndo houve diferenca estatistica entre os métodos de concentracio SC e FE para
Cryptosporidium, independente da densidade parasitdria das amostras. Essa avaliacdo ndo foi
realizada para as amostras de /. belli devido a maior homogeneidade no numero de oocistos

entre as amostras.
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Tabela 6 — Avaliacao dos métodos de concentragio de acordo com a densidade de oocistos de
Cryptosporidium nas amostras fecais concentradas através das técnicas SC e FE, e
corados por ZN. O escalonamento das amostras teve como base 0 método SC.

Métodos de concentracio

Densidade parasitaria das

amostras SC FE p*
Mediana da contagem de oocistos (Minimo e Maximo)
1 - 150 oocistos (n=8) 57 (16 - 144) 64 (10 - 220) 0,46
151 - 500 oocistos (n=8) 308 (154 - 496) 175 (6 - 1406) 0,84

Mais que 501 oocistos
(n=11) 848 (512 - 4038) 1120 (38 - 4554) 0,32

*Teste de Wilcoxon

b. Andlise qualitativa

Na avaliacdo qualitativa dos métodos de concentracdo de oocistos, os esfregacos fecais
depois de corados foram classificados como INFERIOR, REGULAR ou SUPERIOR, de
acordo a presen¢a de impurezas coradas no esfregago e a contracoloragdo de fundo do mesmo,
que poderiam dificultar a identificacdo do parasito, como mostrado na Figura 5. Esfregacos
classificados como INFERIOR apresentavam muitas impurezas (leveduras, grdos de pdlen e
precipitados de corante) que coravam com a fucsina, além de uma contracoloracdo ruim,
muito escura ou exatamente da cor do oocisto, o que dificultava muito a identifica¢do do
parasito. Esfregacos classificados como SUPERIOR apresentavam pouca ou nenhuma dessas
caracteristicas, e aqueles considerados de qualidade microscopica REGULAR, quando
apresentavam alguns desses componentes, porém em menor quantidade. Alguns exemplos
dessa avaliagdo sdo apresentados na Figura 5.

Na avaliagdo qualitativa dos métodos de concentra¢do, o método FE apresentou o maior
percentual de esfregacos fecais classificados como superior para ambos os parasitos, 63%
(n=17) para Cryptosporidium e 80% (n=12) para /. belli (Figura 6). O método de SC mostrou
uma maior variabilidade na analise qualitativa para Cryptosporidium do que para I. belli, com

25,9% e 12,5% dos esfregacos classificados como inferior, respectivamente (Figura 6).
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Figura 5 — Caracteristicas microscopicas avaliadas na classificacfio dos esfregacos fecais quanto
a qualidade para fins diagnésticos. Esfregacos de qualidade INFERIOR: presenca
constante de detritos corados pela fucsina, como leveduras (a); oocistos descorados ou
pouco corados (b); contracoloracio ruim e escura, que dificulta a visualizacdo dos
parasitos (c); e precipitados de corante (d). Esfregaco REGULAR : presenca dessas
alteracdes em menos da metade dos campos microscépicos lidos. Esfregaco
SUPERIOR: excelente qualidade diagndstica, sem dificuldades na identificagio dos
oocistos.

INFERIOR REGULAR SUPERIOR

Cryptosporidium

Isospora belli

Figura 6 — Avaliacio qualitativa das técnicas de concentraciio SC e FE, para deteccio de oocistos
de Cryptosporidium e Isospora belli. Apés concentracio das fezes por SC, os esfregacos
fecais foram corados por ZN e classificados microscopicamente como SUPERIOR,
REGULAR e INFERIOR, como descrito em Material e Métodos.
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¢. Andlise da perda de oocistos no anel de detritos gordurosos

Para avaliar o potencial de perda de oocistos durante concentragdo pelo método de FE,
nds examinamos simultaneamente a camada de detritos gordurosos, produzida na técnica e
que geralmente ¢ desprezada, e o sedimento fecal. O numero total de oocistos de
Cryptosporidium e 1. belli em 20 campos microscopicos no anel de detritos gordurosos e no
sedimento, além do percentual de perda de oocistos no anel em cada amostra analisada, sdo
mostrados na Tabela 7. A analise da perda de oocistos na técnica de FE mostrou que em
praticamente todas as amostras positivas para Cryptosporidium (96,3%; n=26) e para I. belli
(93,3%, n= 14) houve detec¢do de oocistos na faixa de detritos gordurosos. Para
Cryptosporidium essa perda variou de 0 a 96,7% dos oocistos totais, e para /. belli variou de
0% a 84,4%. Além disso, em 25,9% (7/27) das amostras de Cryptosporidium e em 46,6%
(7/15) das amostras de 1. belli, houve maior concentragdo de oocistos no anel do que no
sedimento (Figura 7). Uma distribuicdo significativamente mais alta de oocistos de
Cryptosporidium no sedimento do que na area de detritos gordurosos foi observado
(p=0,0042). Ja para I. belli, ndo houve diferenc¢a entre a distribuicdo dos oocistos em ambas as

areas analisadas (p=0,35) (Tabela 8).



Tabela 7 — Avaliacdo da perda de oocistos de Cryptosporidium e Isospora belli em esfregacos fecais concentrados pelo método formol-acetato de etila

(FE).

Cryptosporidium sp. Isospora belli

Nutmero de oocistos Numero de oocistos Numero de oocistos
Amostra FE-AG FE-SE % perda Amostra FE-AG FE-SE % perda Amostra FE-AG FE-SE % perda
C1 33 18 64.7 C16 318 292 52.1 1 53 28 65,4
C2 822 38 95.6 C17 192 68 73.8 12 152 28 84,4
C3 3 15 16.7 C18 51 1380 3.6 13 12 11 52,2
C4 504 690 422 C19 1502 1624 48.0 14 36 48 42,8
Cs 269 3958 6.4 C20 0 924 0.0 15 189 35 84,4
Co 820 2700 233 C21 335 910 26.9 I6 77 51 60,1
Cc7 81 4554 1.7 C22 119 1120 9.6 17 69 17 80,2
C8 4 1272 0.3 C23 64 120 34.8 18 18 22 45
c9 770 1406 354 C24 4 220 1.7 19 9 24 273
C10 450 330 57.7 C25 44 120 26.8 110 0 1 0.0
C11 10 48 17.2 C26 45 80 36.0 111 23 31 42.6
C12 216 230 48.4 C27 49 80 38.0 112 168 137 55.1
C13 20 138 126 | ——-- 113 31 45 40.8
Cl4 40 10 80.0 | - 114 5 6 454
C15 176 6 96,7 | ——-- 115 16 32 333

* Amostras fecais de Cryptosporidium (C1 — C27) e L. belli (I1 — 115) foram concentradas pela técnica de FE e coradas por Ziehl-Neelsen modificado como descrito em
Material ¢ Métodos. Esfregacos fecais foram preparados das areas do anel de gordura (FE-AG) e do sedimento (FE-SE) apds concentragdo. O niimero de oocistos em 20
campos microscopicos e o percentual de perda de oocistos na area FE-AG foram avaliados.

9



56

Figura 7 — Representacao grafica da técnica de formol-acetato de etila (FE) e percentual de
amostras com maior nimero de oocistos de Cryptosporidium ou Isospora belli
detectados, de acordo com a area examinada (anel de detritos gordurosos ou

sedimento).

Cryptosporidium ' Isospora belli

25,9% «— | —>» 46,6%
Anel de detritos gordurosos

74,1% €¢— —» 53,4%
Sedimento fecal

Tabela 8 — Mediana, minimo e maximo do niimero de oocistos de Cryptosporidium e I. belli
detectados em 20 campos microscépicos, de acordo com a area analisada, apos

concentracio pela técnica de FE.

Anel de Detritos Sedimento Fecal do P
Protozoario/ Gordurosos do FE FE
Método Mediana da contagem de oocistos
(Minimo — Maximo)
Cryptosporidium

(n=27) 81 (0-1502) 230 (6 - 4554) *0,0042
Isospora belli

(n=15) 31 (0-189) 28 (1-137) 0,35

* Concentragdo significativamente maior de oocistos de Cryptosporidium no sedimento fecal (Teste de
Wilcoxon).

5.1.2 Avaliacio de métodos de coloracio de oocistos em amostras fecais

a. Anadlise quantitativa

Os numeros totais de oocistos de Cryptosporidium e Isospora belli em 20 campos
examinados dos esfregagos fecais corados por ZN, SF ou AR, sdo apresentados nas Tabelas 9

e 10, respectivamente. A Tabela 11 mostra a mediana e os valores maximo e minimo do
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nimero total de oocistos de Cryptosporidium e I. belli. A andlise estatistica evidenciou que
ndo houve diferenga entre as trés técnicas de coloracdo para o diagndstico das amostras
positivas para I. belli, enquanto que para Cryptosporidium o método de coloragio pela SF foi
significativamente inferior aos outros dois métodos, ZN e AR, sendo que entre estes ultimos,
ndo houve diferenca estatistica no numero de oocistos detectados. Por outro lado, o método de
coloracdo ZN identificou um maior nimero de oocistos que os outros dois métodos em 57,7%
(n= 15) e 53,3% (n=8) das amostras positivas para Cryptosporidium e 1. belli,
respectivamente. A coloracdo Safranina, por sua vez, foi melhor que os outros dois métodos

de coloracdo apenas para uma amostra de Cryptosporidium e duas de 1. belli (Figura 7).

Tabela 9 — Numero total de oocistos de Cryptosporidium detectados em 20 campos microscopicos
de esfregacos fecais corados por ZN, SF e AR. Aumento de 400x.

Métodos de coloracao Métodos de coloracao
Amostra ZN SF AR Amostra ZN SF AR
Numero de oocistos Numero de oocistos
Cl 36 22 119 Cl4 194 85 89
C2 152 249 620 C15 127 96 24
C3 9 7 12 Cl16 265 237 232
Cc4 117 85 388 C17 167 141 126
Cs 113 378 726 C18 200 178 188
Co 566 1400 584 C19 1343 1538 4505
Cc7 2740 1659 1758 C20 1738 204 1845
C8 521 210 424 C21 985 156 3740
C9 780 396 428 C22 462 298 416
C10 1194 575 522 C23 309 82 0
Cl1 30 20 38 C24 398 17 32
Cl12 213 227 336 C25 97 14 52

C13 93 4 22 C26 198 104 30
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Tabela 10 — Numero total de oocistos de 1. belli detectados em 20 campos microscopicos de

esfregacos fecais corados por ZN, SF e AR. Aumento de 400x.

Métodos de coloracao

Amostras ZN SF AR
Numero de oocistos
n 57 51 76
12 122 90 144
I3 27 17 0
14 60 41 31
I5 78 97 77
16 62 92 120
17 36 23 29
18 18 7 6
9 41 17 17
110 11 22 19
111 53 64 55
112 144 187 234
113 156 76 30
114 17 11 5
115 68 33 46

Tabela 11 — Mediana, minimo e maximo do nimero total de oocistos de Cryptosporidium e I.
belli, observados em 20 campos microscopicos dos esfregacos fecais corados por ZN,

SF e AR.
Método de coloracéo
Protozoario/ ZN SF AR p p p
Método de Mediana da contagem de oocistos ZN x ZN x SF x
Coloracao (Minimo -Maximo) SF AR AR
Cryptosporidium sp ~ 206,5 (9 - 2740) 167 (4 - 1659) 284 (0-4505)  *<0,01 >0,05 *<0,05
(n=26)
Isospora belli 57 (11 - 156) 41 (7-187) 31 (0-284) >0,05  >0,05 >0,05
(n=15)

As amostras foram concentradas por SC, e depois os esfregacos foram corados por ZN, AR e SF.

* Os métodos ZN e AR detectaram significativamente maior niimero de oocistos que o método SF (Teste

ANOVA de Friedman)
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Figura 8 — Percentual de amostras fecais com quantidade maior de oocistos de Cryptosporidium e
L belli detectados por campo, de acordo com a técnica de coloracgio utilizada. As

amostras fecais de Cryptosporidium e I. belli foram concentradas por SC, e os

esfregacos foram corados por ZN, AR e SF, como descrito em Material e Métodos.
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Métodos de coloracio

Para as amostras positivas para Cryptosporidium foi feito um escalonamento de

acordo com a densidade de oocistos na amostra, usando o método de coloragdo ZN como

padrdo (Tabela 12). Foi observado que o método ZN foi significativamente melhor (p=0,03)

que os outros dois métodos de coloragdo para amostras com menor carga parasitaria (1 — 150

oocistos), enquanto que para amostras com maior concentragdo de oocistos ndo houve

diferenca entre os trés métodos de coloragdo analisados (Tabela 12).

Tabela 12 — Avaliacio dos métodos de coloragio de acordo com a densidade de oocistos nas
amostras. As amostras fecais foram concentradas através das técnicas SC e coradas
por ZN, AR ou SF. O escalonamento das amostras teve como base o método ZN.

Métodos de coloracgao

Densidade parasitaria

das amostras ZN SF AR p*
Mediana da contagem de oocistos (Minimo - Maximo)
1 - 150 oocistos (n=8) 95 (9-127) 21 (4-378) 45 (12 -726) 0,03
151 - 500 oocistos
(n=10) 206,5 (152 - 462) 159,5 (17 - 298) 157 (0 - 620) 0,06
> 501 oocistos (n=8)  1089,5 (521 -2740) 485,5 (156 -1659) 1171 (424 - 4505) 0,28

*Teste ANOVA de Friedman.
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b. Andlise qualitativa

Na avalia¢do qualitativa dos métodos de coloracdo, os esfregacos fecais depois de
corados foram classificados da mesma forma que na andalise dos métodos de concentragdo. A
Figura 9 mostra representagdes de esfregacos classificados como INFERIOR, REGULAR e
SUPERIOR para cada método de coloracdo analisado para Cryptosporidium e 1. belli.

Esfregacos fecais corados com AR apresentaram menor quantidade de impurezas e
melhor contraste entre a cor dos oocistos de Cryptosporidium e a colora¢do de fundo. Em
todas as amostras positivas para Cryptosporidium, este método teve classificacdo como
superior, porém apenas trés amostras contendo /. belli foram consideradas de alta qualidade
para a identificagdo do parasito. O método ZN produziu esfregacos fecais de boa qualidade
para ambos os parasitos, apresentando classificagdo como superior para 80,8% (21) e 66,7%
(10) das amostras positivas para Cryptosporidium e 1. belli, respectivamente. J4 os esfregagos
corados por SF apresentaram grande quantidade de impurezas e um contraste que dificultava a

visualizacdo dos oocistos de ambos coccideos na maioria das amostras (Figura 9).

Figura 9 — Avaliacio qualitativa das técnicas de coloragio. Apés concentracio das fezes por SC,
os esfregacos fecais foram corados por ZN, AR e SF para a identificacio de
Cryptosporidium e 1. belli e classificados, quanto a qualidade microscopica, como
SUPERIOR, REGULAR E INFERIOR, como descrito em Material e Métodos.
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Figura 10 — Caracteristicas microscopicas avaliadas na classificacio dos esfregacos fecais quanto
a qualidade das coloracdes ZN, SF e AR, para diagnéstico de Cryptosporidium (A) e I
belli (B). Esfregacos de qualidade INFERIOR: presenca constante de detritos corados
pela fucsina, como leveduras (a); oocistos descorados ou pouco corados (b);
contracoloracio ruim e escura, que dificulta a visualizacido dos parasitos (c);
precipitados de corante (d); e falta de coloracio da membrana do oocisto (e).
Esfregaco REGULAR : presenca dessas alteracdes em menos da metade dos campos
microscopicos lidos. Esfregaco SUPERIOR: excelente qualidade diagndstica, sem
dificuldades na identificacao dos oocistos.

INFERIOR REGULAR SUPERIOR

ZN

AR
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5.2 COMPARACAO ENTRE O METODO PARASITOLOGICO E A PESQUISA DE
COPROANTIGENO POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA O
DIAGNOSTICO DE Cryptosporidium EM AMOSTRAS FECAIS DE DIVERSOS
GRUPOS DE CRIANCAS

A avaliacdo microscépica e/ou por ELISA das fezes detectou 16 amostras positivas
para Cryptosporidium, dando uma frequéncia de aproximadamente 2,6% (16/626) na
populacgdo total desse estudo. As frequéncias relativas de Cryptosporidium de cada grupo de
acordo com o método diagndstico utilizado (ZN e ELISA) sdo mostradas na Tabela 13. A
maior frequéncia de Cryptosporidium foi observada no grupo de criancgas com diarreia (8/171;
4,7%), seguido por criangas HIV positivas (1/30; 3,3%). A frequéncia menor de infecg¢do por
Cryptosporidium foi em criancas de creche (3/258; 1,1%) (Tabela 13).

Tabela 13 — Frequéncia de Cryptosporidium em diferentes grupos de criangas.

Frequéncia de Cryptosporidium

Grupo de pacientes ZN ELISA ZN + ELISA
n (%) n (%) n (%)
Criangas com diarreia (n=171) 7(4,1) 7(4,1) 8 (4,7)
Criangas com desnutri¢do (n=88) 2(2,3) 1(1,1) 2(2,3)
Criangas com Cancer (n=79) 2(2,5) 22,5 2(2,5)
Criangas portadoras de HIV (n= 30) 0(0,0) 1(3,3) 1(3,3)
Criangas de creche (n=258) 3(1,1) 3(1,1) 3(1,1)
Total 14 (2,2) 14 (2,2) 16 (2,6)

Do total de 626 amostras, tanto o0 método de coloracdo ZN quanto o ELISA revelaram
14 (2,2%) amostras positivas para Cryptosporidium, sendo que duas amostras foram
diagnosticadas apenas através da microscopia e duas apenas pelo ELISA (Tabela 14).
Considerando o método microscdpico como padrdo-ouro, a sensibilidade e especificidade do

ELISA foram de 85,7% e 99,7%, respectivamente (Tabela 14).
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Tabela 14 — Correlacio entre ELISA e ZN para deteccao de Cryptosporidium.

ELISA ZN Total Sensibilidade* Especificidade*
Positivo Negativo
Positivo 12 2 14
Negativo 2 610 612 85,7% 99,7%
Total 14 612 626

* A sensibilidade e especificidade foram calculadas considerando o ZN como o padrao-ouro

5.3 GENOTIPAGEM DE ISOLADOS DE Cryptosporidium

5.3.1 Amplifica¢do e avaliacdo do polimorfismo do gene COWP para caracterizacio das

espécies de Cryptosporidium

Todas as 16 amostras positivas para Cryptosporidium descritas acima, e nove isolados
disponiveis no Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Farmacia, provenientes de
outros estudos, foram submetidas a Nested-PCR para amplificagdo do gene COWP. Das 25
amostras analisadas, 21 (84%) produziram amplicons com pesos moleculares na faixa
esperada de, aproximadamente, 553 pb (Figura 11). Quatro amostras, A17, Q285, R02 e L02,

ndo amplificaram este gene (Tabela 15).
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Figura 11 — Amplificacio pelo Nested-PCR do gene COWP. Eletroforese em gel de agarose a
1%. Os DNAs amplificados a partir dos isolados de Cryptosporidium foram aplicados
aos canais do gel na seguinte ordem: M - marcador de peso molecular (1kb DNA
ladder), canal 1 - controle positivo, canais 2-12 — amostras C71, C72, C23, B59, B35,
Q345, Q89, A17, R02, C181 e L.02; canal 13 — controle negativo.

4072pb
3054 pb

2036pb
1636 pb

1018ph

553 ph

M1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13

A Figura 12 mostra um gel de agarose a 3% contendo os produtos da digestdo do gene
COWP com a enzima Rsal. Como esperado, o controle positivo de C. hominis evidenciou a
presenca de dois sitios de restricdo, gerando trés bandas com pesos moleculares de
aproximadamente 284pb, 129pb e 106pb, e o controle positivo de C. parvum apresentou
apenas um sitio de restri¢do, gerando duas bandas com aproximadamente 406 ¢ 106pb. Na
Tabela 15 encontram-se os resultados do RFLP de todas as amostras amplificadas. Dos 21
isolados que amplificaram o gene COWP, 20 (95,2%) exibiram padrdo de C. hominis, e

apenas um isolado (1,8%), Q345, apresentou padrio de C. parvum.

Figura 12 — Avaliacdo por RFLP do polimorfismo do gene COWP de diferentes isolados de
Cryptosporidium. Os produtos de digestao com enzima Rsal do DNA de
Cryptosporidium amplificado foram aplicados aos canais do gel a 3%,na seguinte
ordem: M - marcador de peso molecular (S0pb DNA ladder), canal 1 - controle
positivo C. hominis (284, 129 e 106pb), canal 2 — controle positivo C. parvum (406 e
106pb), canais 3- 11- amostras C71, C72, C23, B59, B35, Q89, C181, Q345 e 025;
canal 12 - amplicon do gene COWP 553pb.
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5.3.2 Amplifica¢io e avaliacio do polimorfismo do gene 18S rRNA para caracterizacio

das espécies de Cryptosporidium

Todas as amostras submetidas a amplificagdo para o gene COWP também foram
avaliadas para o gene 18S rRNA. Das 25 amostras analisadas, 21 (84%) resultaram em
amplicons com pesos moleculares na faixa de 819-825pb (Figura 13). A Figura 13 mostra um
gel de agarose representativo dos amplicons do gene 18S rRNA gerados no nested-PCR.

Quatro amostras, A17, Q285, C181 e B35, ndo apresentaram amplificacdo do gene.

Figura 13 — Amplificacio pelo Nested-PCR do gene 18S rRNA. Eletroforese em gel de agarose a
1%. Os DNAs amplificados a partir dos isolados de Cryptosporidium foram aplicados
aos canais do gel na seguinte ordem: M - marcador de peso molecular (1kb DNA
ladder), canal 1 - controle positivo, canais 2-12 — amostras C71, C72, C23, B59, B35,
Q345, Q89, A17, R02, C181 e L02; canal 13 — controle negativo.

819-825 bp

506 bp
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Os produtos gerados pela digestdo dos amplicons do gene 18S rRNA com as enzimas
Sspl e Vspl sdo mostrados na Figura 14. Apds digestdo com Sspl as amostras padrdo de C.
hominis ¢ C. parvum evidenciaram o mesmo perfil de bandas, evidenciando a presencga de
dois sitios de restri¢cdo, gerando trés bandas de aproximadamente 448, 247 e 106pb. Quatro
amostras apresentaram padrdo de bandas apds digestdo com enzima Sspl compativel com C.
felis (426 ¢ 390pb) (Figura 14A). A analise de RFLP com enzima Vspl permitiu diferenciar os
padrdes de C. hominis e C. parvum. A amostra padrdo de C. hominis evidenciou a presenca de
dois sitios de restricdo, gerando trés bandas de aproximadamente 561, 116 e 70pb, e a de C.
parvum, a presenga de apenas um sitio de restricdo, gerando duas bandas com
aproximadamente 628 e 116pb (Figura 14B). Os isolados identificados como C. felis
apresentaram digestdo incompleta com enzima Vspl, apresentando bandas fracas de 476, 182

e 104pb. Dos 21 isolados que amplificaram o gene 18S rRNA, 16 (76,2%) exibiram padrao
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genotipico de C. hominis, um isolado (4,8%), Q345, apresentou gendtipo de C. parvum, e

quatro (19%), C71, C72, R02 and L02, foram identificados como C. felis (Tabela 15).

Figura 14 — Avaliacio por RFLP do polimorfismo do gene 18S rRNA nos diferentes isolados de
Cryptosporidium com enzimas Sspl (A) e Vspl (B). Gel de agarose 3%. Os produtos de
digestao foram aplicados aos canais do gel na seguinte ordem: M - marcador de peso
molecular (S0pb DNA ladder), canal 1 - controle positivo C. hominis, canal 2 —
controle positivo C. parvum, canais 3-11 — amostras C71, C72, C23, B59, L02, R02,
C28, Q345 e 025; canal 12 — amplicon do gene 18S rRNA de 819-825pb.




Tabela 15 — Dados gerais das analises das amostras positivas para Crypftosporidium, incluindo origem da amostra, resultados dos diferentes métodos

diagnosticos empregados e a genotipagem dos isolados pela analise dos genes COWP e 18S rRNA.

Amostra positiva Origem da amostra ELISA ZN Gene Gendtipo Gene 18S rRNA Gendtipo

(ELISA e/ou ZN) COWP
C13 Crianga com diarreia - + + C. hominis + C. hominis
C23 Crianga com diarreia + + + C. hominis + C. hominis
C28 Crianga com diarreia + + + C. hominis + C. hominis
C71 Crianga com diarreia + + + C. hominis + C. felis
C72 Crianga com diarreia + + + C. hominis + C. felis
C143 Crianga com diarreia + + + C. hominis + C. hominis
C164 Crianga com diarreia + + + C. hominis + C. hominis
C181 Crianga com diarreia + - + C. hominis - NA
025 Crianga com cancer + + + C. hominis + C. hominis
055 Crianga com cancer + + + C. hominis + C. hominis
Al7 Crianga HIV + + - - NA - NA
B59 Crianga desnutrida + + + C. hominis + C. hominis
B35 Crianga desnutrida - + + C. hominis - NA
Lo01 Adulto HIV+ + + + C. hominis + C. hominis
L02 Adulto HIV+ + + - NA + C. felis
E284 Crianga de creche + + + C. hominis + C. hominis
E306 Crianga de creche + + + C. hominis + C. hominis
Q89 Crianga do interior da Bahia + + + C. hominis + C. hominis
Q215 Crianga do interior da Bahia + + + C. hominis + C. hominis
Q272 Crianga do interior da Bahia + - + C. hominis + C. hominis
Q285 Crianga do interior da Bahia + + - NA - NA
Q345 Crianga do interior da Bahia + + + C. parvum + C. parvum
R02 Crianga de creche + + - NA + C. felis
RO7 Crianga de creche + + + C. hominis + C. hominis
R228 Crianga de creche + + + C. hominis + C. hominis

NA: Nao amplificou; +: positivo; -: negativo

L9



68

5.3.3 Avaliacdo das discordancias entre ZN e ELISA no diagnoéstico de Cryptosporidium
utilizando a PCR

A Tabela 15 mostra um sumdario das andlises de amostras positivas para
Cryptosporidium pelos diferentes métodos, incluindo os resultados de genotipagem dos genes
COWP e 18S rRNA. Nesta tabela podemos observar algumas discordancias nos resultados
entre os métodos. Amostras Q272 e C181, positivas no método de ELISA, mas negativa na
microscopia, e amostras C13 e B35, positiva apenas na microscopia, amplificaram pelo menos
um dos genes analisados por PCR. Por outro lado, as amostras Q285 ¢ A17, positiva para
Cryptosporidium na microscopia ¢/ou no ELISA, ndo amplificaram nenhum dos genes.

Foi também observado discordancias na amplificacdo de diferentes genes, duas
amostras, B35 e CI181, que amplificaram o fragmento do gene COWP, ndo apresentaram
amplicons apds nested-PCR do gene 18S rRNA. Por outro lado, amostras R02 e LO02
amplificaram este tltimo, mas ndo o gene COWP.

Somando os resultados de amplificacdo de ambos os genes analisados obtemos uma
eficiéncia de amplificagdo de 92% (23/25). A maioria das amostras que amplificaram ambos
os genes ndo apresentaram discordancias nas espécies identificadas, exceto as amostras C71 e
C72, que apresentaram perfil de C. hominis ap6s RFLP com Rsal do gene COWP, mas teve
padrido de C. felis apés RFLP com enzimas Sspl e Vspl do gene 18S rRNA, provavelmente
essas amostras continham uma mistura de espécies. Compilando as anélises dos dois genes, a
frequéncia de cada espécie identificada foi: C. hominis (78,3%; 18/23), C. felis (8,7%; 2/23),
C. parvum (4,3%; 1/23) e mistura C. felis + C. hominis (8,7%; 2/23).
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6. DISCUSSAO

Devido a excregdo irregular e distribuicdo heterogénea de oocistos de coccideos
oportunistas nas amostras de fezes de hospedeiros infectados, ¢ recomendado que as amostras
sejam concentradas por métodos de flutuagdo ou sedimentacdo, antes da coloragdo de
esfregaco fecal. Os métodos de concentragdo t€ém como objetivo eliminar detritos fecais,
eliminando particulas que podem confundir com oocistos e aumentar as chances de encontrar
0 parasito, especialmente em individuos assintomaticos, com baixa carga parasitaria
(HUBER; BONFIM; GOMES, 2003; HUBER; BONFIM; GOMES, 2004). A técnica de
concentracdo formol-éter ou formol-acetato de etila tem a vantagem de remover gorduras e
fibras presentes nas fezes e ¢ altamente recomendada para o diagnostico de coccideos em
humanos (HUBER; BONFIM; GOMES, 2003). Entretanto, estudos comparativos usando esta
técnica t€ém mostrado resultados inconsistentes para o diagnostico de Cryptosporidium.
Alguns estudos mostram que a técnica de formol-éter ou formol-acetato de etila ¢ melhor que
a técnica de flutuacdo em solucgdo de sacarose (CASEMORE; ARMSTRONG; SANDS, 1985;
MTAMBO et al., 1992), outros estudos relatam que os métodos de flutuagdo sdo mais
eficientes que o formol-éter (GARCIA et al., 1983; HUBER; BONFIM; GOMES, 2003), ¢
outros ndo relatam diferencas entre essas técnicas (McNABB et al., 1985). Porém, ndo
existem estudos que comparem os diferentes métodos de concentragdo por sedimentacdo de
oocistos, como os métodos de formol-éter/acetato de etila e a sedimentagdo por centrifugacgao.
Neste trabalho avaliamos essas duas técnicas para concentragdo de oocistos de
Cryptosporidium e 1. belli em amostras de fezes de individuos infectados, diagnosticados no
LACEN-BA.

Em nosso estudo as fezes positivas processadas pelo método SC tiveram maior
contagem de oocistos nos campos microscopicos analisados do que por FE, e isto foi
particularmente significante para detec¢do de I. belli, onde todas as amostras testadas
apresentaram mais oocistos nos esfregacos concentrados por SC. Por outro lado, fezes
processadas por FE tiveram menor quantidade de impurezas, realgando a presenga dos
oocistos nas amostras, sendo, a maioria dos esfregacos concentrados por FE classificados com
qualidade microscdpica superior ou regular. Como ja descrito na literatura, o acetato de etila
usado na técnica tem a fun¢do de remover detritos gordurosos presente nas fezes, fornecendo
um esfregaco mais limpo, facilitando a identificacdo dos oocistos (CASEMORE;

ARMSTRONG; SANDS, 1985; HUBER; BONFIM; GOMES, 2003).
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Alguns estudos sugerem que a eficiéncia dos métodos de concentracdo diminui com a
reducdo da carga parasitaria (WEBER; BRYAN; JURANEK, 1992). Em nosso estudo ndo
houve diferenca estatistica entre os métodos de concentracdo SC e FE para Cryptosporidium,
independente da densidade parasitaria das amostras. Essa avaliagdo nio foi realizada para as
amostras de /. belli devido a maior homogeneidade no nlimero de oocistos presentes.

Alguns estudos relatam que o método de concentracdo formol-éter/acetato de etila
pode resultar em uma perda de oocistos, quando comparado a outros métodos de concentragdo
(CASEMORE; ARMSTRONG; SANDS, 1985; CASEMORE, 1991; WEBER et al., 1991;
WEBER; BRYAN; JURANEK, 1992). Para avaliar a perda de oocistos durante a técnica de
FE, nds examinamos simultaneamente o anel de gordura e o sedimento. Observamos que em
praticamente todas as amostras houve perda de oocistos na camada de gordura. A distribuicdo
de oocistos de Cryptosporidium ou I. belli no anel de gordura variou consideravelmente, de 0
- 96,7% ou 0 -84,4%, respectivamente, do nimero total de oocistos identificados, dependendo
da amostra analisada. A enorme variagdo de perda de oocistos na camada de gordura entre as
diferentes amostras de fezes indica a necessidade de examinar esta drea durante rotina
diagndstica para evitar resultados falso-negativos, especialmente no caso de amostras
contendo 1. belli, onde observamos em quase metade das amostras um nimero maior de
oocistos no anel de detritos gordurosos do que no sedimento fecal. A falta de diferenca
estatistica na contagem de oocistos de 1. belli entre essas areas reforca a ocorréncia de perda
de parasitos para o anel de gordura. Isto € principalmente importante em pacientes com baixa
carga parasitaria, tais como pacientes assintomaticos, ou aqueles pacientes com sindrome de
ma absorcdo com alta concentragdo de gordura nas fezes. Além disso, é importante mencionar
que esfregacos concentrados por FE apresentavam mais frequentemente “oocistos fantasmas”,
que sdo oocistos com coloragdo muito fraca ou ndo corados, o que pode dificultar muito o
diagnostico. Esses oocistos descorados tém sido associados com infecgdes resolvidas
(HARRINGTON, 2009). Entretanto, ¢ possivel que residuos de acetato de etila, usado no
procedimento, possa ter afetado a composicdo da membrana lipidica dos oocistos, alterando
suas propriedades tintoriais. Considerando esses resultados, para a avaliacdo dos métodos de
coloragdo, os esfregacos fecais foram preparados apo6s concentragdo por SC.

Este estudo comparou trés diferentes métodos de coloragdo de oocistos, comumente
usados em laboratorios clinicos. O desempenho das técnicas variou de acordo com o parasito
testado. Por exemplo, os métodos de coloracdo ZN e AR foram significativamente melhores,

detectando niimero maior de oocistos de Cryptosporidium, do que SF. Por outro lado, ndo
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houve diferenca significativa entre os métodos para identificagdo de oocistos de 1. belli,
embora o ZN tenha apresentado uma mediana maior de oocistos detectados.

Estudos anteriores relataram que a coloracdo de esfregacos fecais com safranina a
quente foi mais sensivel que os métodos baseados em carbofucsina (BAXBY; BLUNDELL;
HART, 1984; KASHYAP et al., 2010). Além disso, a variacdo safranina-tricromo tem sido
considerada um método simples, barato e fornece resultados similares aqueles especificos,
distinguindo parasito de fungos e elementos fecais (PONCE; FLAHERTY; ZDERO, 1999).
Entretanto, este método, recomendado para Cyclospora, ndo é amplamente usado para
Cryptosporidium porque oocistos podem ndo corar apropriadamente (MOODLEY et al.,
1991; VIVESVARA et al., 1997, ABD-EL-WAHED, 1999; TULI et al., 2010). A coloragao
de safranina ¢é realizada por aquecimento da solugdo corante sobre o esfregaco até fervura.
Este procedimento pode ndo corar uniformemente os oocistos e pode induzir a precipitacio de
residuos de corante sobre o esfregago, devido a evaporagdo da solugdo. Em nosso estudo, a
técnica de coloragdo SF revelou muitos artefatos nos esfregacos fecais, precipitado de corante
e coloragdo de fundo ruim, dificultando a visualizag¢@o dos oocistos.

Alguns estudos comparando a sensibilidade do ZN com outros métodos, tais como
epifluorescéncia e enzima imunoensaio ndo mostraram diferengas significantes no diagndstico
de Cryptosporidium (KEHL; CICIRELLO; HAVENS, 1995; IGNATIUS et al., 1997b;
WEITZEL et al., 2006; BROOK et al., 2008; JAYASLAKSHMI; APPALARAIJU;
MAHADEVAN, 2008). Rigo e Franco (2002) compararam as técnicas de coloracdo ZN ¢ AFT
(acid-fast trichrome), em que o método ZN detectou 100%, enquanto o método AFT detectou
apenas 42% das amostras positivas, reforcando a maior sensibilidade do método ZN frente a
outros métodos de coloragdo. Por outro lado, a auramina tem sido usada em substitui¢do a
carbofucsina, devido a facil avaliagdo dos esfregacos em baixo poder de resolugdo
(HANSCHEID; CRISTINO; SALGADO, 2008). Apesar do bom desempenho da coloragdo
AR, também observado nesse estudo, para andlise de amostras fecais, 0 exame microscdpico
com coloragdo de ZN ¢ atualmente visto como um método mais rapido e barato para
diagnéstico de Cryptosporidium e I belli em individuos imunocompetentes e
imunocomprometidos (IGNATUS et al., 1997a; MAGI et al., 2006; BROOK et al., 2008; TULI
et al., 2010). Além de facil execucdo, a coloracdo por ZN necessita apenas de microscopio
optico para leitura dos esfregacos e permite o arquivamento da ldmina corada, enquanto que o
método da AR requer um microscdpio com luz UV, nem sempre disponivel em laboratérios de

analises clinicas de pequeno porte, ¢ as laminas coradas devem ser lidas em no méaximo 2 horas,
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ndo permitindo arquivamento das mesmas (BROOK et al., 2008). Além disso, em nosso estudo,
o método ZN detectou significativamente mais oocistos de Cryptosporidium (p=0,03) em
amostras com baixa carga parasitaria quando comparado com AR e SF.

Neste trabalho, a coloragdo pela AR para o Cryptosporidium apresentou melhor
qualidade microscdpica, tendo classificagdo como método superior em todos os esfregacos
fecais. Os esfregacos corados por essa técnica apresentaram pouca ou nenhuma impureza,
sendo que apenas o parasito apresentava-se fluorescente, contrastando com a técnica SF, em
que foram observados outros detritos fecais corados inespecificamente, com tamanho e
formas semelhantes aos oocistos de Cryptosporidium. Qualitativamente, a coloragdo de ZN
foi a segunda mais bem pontuada para a identificagdo de Cryptrosporidium e I. belli. J& o
método SF foi o mais inferior, apresentando pontos vermelho-alaranjados nos esfregacos
devido a precipitados de corante, além da falta de uniformidade na coloragdo de oocistos,
dificultando a identifica¢do dos parasitos. A variacdo no padrio tintorial de oocistos, quando
corados por ZN ou SF, ja foi relatada anteriormente (ELLIOT; MORGAN; THOMPSON,
1999; HARRINGTON, 2009; BROOK et al., 2008). Oocistos de /. belli também podem ser
detectados por epifluorescencia ou com lugol (BIALEK et al., 2002; PEREIRA et al., 2009).
Entretanto, o primeiro necessita de um microscopio de luz UV e o tltimo ¢ menos sensivel
que os métodos de coloragdo devido a parede fina e fragil do oocisto de I. belli, que pode ser
encoberto por outros elementos fecais, dificultando o diagndstico (LINDSAY; DUBEY;
BLAGBURN, 1997; PEREIRA et al., 2009).

Muitos estudos que avaliam a eficiéncia de métodos para o diagnostico de
Cryptosporidium usam a estratégia de contaminacdo de amostras fecais com oocistos
purificados ou por divisdo de uma tinica amostra fecal positiva para testar diferentes técnicas
(WEBER et al., 1991; WEBER; BRYAN; JURANEK, 1992; KUCZYNSKA; SHELTON,
1999; KVAC et al., 2003). Essas abordagens desconsideram as diferengas na composi¢ao das
fezes ou mesmo a natureza do coccideo isolado. Diferentes parasitos apresentam requisitos
especificos para concentracdo ou coloracdo dos oocistos, como observado nesse estudo com
as amostras de Cryptosporidium ¢ 1. belli. Uma peculiaridade de nosso estudo foi a utilizagdo
de fezes de diferentes pacientes, reproduzindo o que acontece em um laboratorio clinico de
rotina. Além disso, a padronizagdo de um protocolo de processamento de fezes que permita a
identificacdo de ambos os parasitos, pode ser essencial para avaliacdo parasitoldgica de

individuos imunocomprometidos, particularmente aqueles infectados com HIV.
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Os dados aqui descritos sugerem que no diagndstico de rotina de coccideos em
amostras fecais, a sedimentacdo por centrifugacdo deve ser utilizada como método de
concentracdo de oocistos ao invés do FE, devido a problemas como perda de oocistos no anel
de detritos gordurosos e presenca de oocistos descorados nos esfregacos. Esses critérios
devem ser observados cuidadosamente, principalmente considerando-se individuos
assintomaticos que eliminam poucos oocistos nas fezes. Alternativamente, devido a melhor
qualidade dos esfregacos fecais concentrados pelo FE, as ldminas podem ser preparadas
usando tanto sedimento fecal quanto o anel de detritos gordurosos, para evitar resultados
falso-negativos. Além disso, analisando o conjunto de resultados, propomos que o método de
concentracdo de oocistos por SC, seguido da coloragdo de ZN, podem ser usados como uma
ferramenta diagndstica na rotina em laboratérios clinicos para identificacdo de
Cryptosporidium e I belli, reduzindo custos, bem como o tempo para detectar
simultaneamente os dois enteroparasitas mais frequentes em pacientes com HIV/AIDS.

Apesar do amplo uso de técnicas parasitologicas para detec¢do microscopica de
Cryptosporidium, esses métodos apresentam a desvantagem de necessitarem de um
microscopista experiente para a identificagdo morfoldgica dos oocistos desse protozoario.
Além disso, as amostras sdo testadas uma de cada vez e alguns relatos apontam uma baixa
sensibilidade diagnostica (IGNATIUS et al., 1997a; JAYALAKSHMI; APPALARAIJU;
MAHADEVAN, 2008). A utilizagdo de imunoensaios enzimdticos (ELISA) com alta
sensibilidade e especificidade para o coprodiagnostico de antigeno de Cryptosporidium, que
independem da detec¢do morfologica dos oocistos nas fezes, oferecem uma alternativa
diagndstica aos métodos microscopicos (JAYALAKSHMI; APPALARAJU; MAHADEVAN,
2008; COLLINET-ADLER; WARD, 2010).

Em nosso estudo utilizamos a técnica microscopica (SC, seguida por coloracido de ZN)
e pesquisa de coproantigeno por ELISA para deteccdo de Cryptosporidium em 626 amostras
fecais de diversos grupos de criancas. Considerando os resultados da microscopia e do
ELISA, foi observada a frequéncia geral de 2,6% para Cryptosporidium. A ocorréncia do
parasito por grupo foi maior em criancas com diarreia (4,4%), seguida por criancas HIV
positivas (3,3%). A menor frequéncia observada de Cryptosporidium foi em criancas
saudaveis de creche (1,1%). Lander et al. (2012) analisaram 325 amostras de fezes de criangas
de creche de Salvador, Bahia, e encontrou uma frequéncia de Cryptosporidium de 0,3%.
Estudos realizados no Brasil demonstraram a maior prevaléncia de Cryptosporidium na faixa

etaria de 0-5 anos de idade, com frequencias variando de 2-10% em criangas com quadro
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diarreico (MEDEIROS et al., 2001; CARVALHO-COSTA et al., 2007; NASCIMENTO et
al., 2009), sendo considerado, portanto um importante agente etiologico da diarreia infantil.

Considerando o método microscdpico como padrido-ouro, a sensibilidade e
especificidade do ELISA encontrada no nosso estudo foi 85.7% e 99,7%, respectivamente.
Virios estudos compararam diversos kits de ELISA com microscopia para deteccdo de
Cryptosporidium, principalmente com a técnica de coloragdo de Ziehl-Neelsen. Jayalaskhmi;
Appalaraju e Mahadevan (2008) analisaram 89 amostras de fezes, obtidas de pacientes HIV
positivos com diarreia, através do ELISA (RIDAscreen Cryptosporidium), tendo como
padrdo-ouro a coloracdo de Ziehl-Neelsen modificado, identificando 12,4% (n=11) amostras
positivas para Cryptosporidium. A sensibilidade e especificidade do ELISA foi de 90,9% e
98,7%, respectivamente. Elgun e Koltas (2011) analisaram 157 amostras de fezes de pacientes
com diarreia através do ELISA e a coloragdo Ziehl-Neelsen modificado. O ELISA detectou
24,03% das amostras como positivas, enquanto a coloracdo Ziehl Neelsen modificado
detectou como positiva apenas 5,2% das amostras. O ELISA teve uma sensibilidade de 100%
e especificidade de 80,1%. Baveja (1998) examinou por coloracdo de Ziehl-Neelsen e ELISA
(ELI-WFLL CRYPTO) 216 amostras de fezes para pesquisa de Cryptosporidium,
considerando o ZN como padrido-ouro, o ELISA foi 100% sensivel e 90,07% especifico.
Marques et al. (2005) examinaram 94 amostras de fezes de pacientes portadores de HIV por
coloragdo de Ziehl-Neelsen modificado ¢ ELISA (Alexon, Inc., BIOBRAS), a sensibilidade e
especificidade do método imunologico foi de 100% e 96%, respectivamente. Geurden et al.
(2008) utilizou o mesmo kit de ELISA usado neste estudo para pesquisa de antigeno de
Cryptosporidium em amostras fecais de bezerro, e obteve uma sensibilidade e especificidade
de 95,4% e 92,7%, respectivamente.

Em nosso estudo, analisamos 626 amostras fecais de diferentes grupos de individuos,
com e sem diarreia, e¢ utilizamos o kit de ELISA da TechLab. A sensibilidade e
especificidade podem variar de acordo o kit utilizado, mas ndo parece existir diferencas
significativas entre os kits de pesquisa de coproantigeno de Cryptosporidium, sendo todos
altamente sensiveis e especificos para o diagndstico deste coccideo (GARCIA; SHIMIZU,
1997). Por outro lado, embora o método de pesquisa de coproantigeno por ELISA seja
altamente sensivel e especifico para o diagnostico de Cryptosporidium, outros estudos
comparando varias técnicas diagnosticas mostram que nao héa diferenca na sensibilidade e
especificidade entre os métodos de detec¢do microscopica de oocistos e o ELISA (KEHL,;

CICIRELLO; HAVENS, 1995; IGNATIUS et al., 1997a). Em nosso estudo, tanto o método
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de ELISA quanto o microscopico detectaram 14 amostras positivas, mas com algumas
discordancias entre estes. O ELISA ndo detectou duas amostras que foram diagnosticada
através da microscopia. De fato, o uso de testes imunologicos para pesquisa de antigeno nas
fezes deve levar em conta algumas consideragdes. Primeiro, o desempenho diagnostico de
muitos kits comerciais ¢ frequentemente baseado em testes de amostras diarreicas de
pacientes clinicos. Amostras de carreadores assintomaticos, eliminando baixa quantidade de
oocistos de Cryptosporidium, podem cair abaixo do limite diagndstico dessas técnicas.
Segundo, ensaios comerciais dependem de anticorpos geralmente direcionados contra
epitopos especificos, a ndo acessibilidade ou reconhecimento desta regido, ou mesmo
degradagdo do antigeno pode resultar em falso-negativo (JAYALAKSHMI;
APPALARAJU; MAHADEVAN, 2008; CARDONA et al., 2011). Por outro lado,
resultados falso-positivos em métodos de ELISA também tém sido relatados (DOING et al.,
1999), e em nosso estudo detectamos duas amostras positivas no ELISA, mas negativas no
método microscopico. Além disso, dos nove isolados de Cryptosporidium disponiveis em
nosso laboratorio, e que também foram analisados por ZN e ELISA, um isolado, Q272,
apresentou resultado discordante entre os métodos.

Para solucionar essas discordancias entre o método microscopico e a pesquisa de
antigeno por ELISA, o ideal seria utilizar um terceiro método diagnéstico, como a Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), para confirmar o resultado, uma vez que resultados falso-
positivos e falso-negativos no ELISA s3o preocupantes, e podem levar a uma abordagem
terapéutica erronea.

Para a PCR dos isolados de Cryptosporidium selecionamos os genes 18S rRNA e
COWP como alvos para as Nested-PCRs. Esses genes sdo amplamente utilizados em
trabalhos que empregam técnicas de PCR e suas modifica¢des. Em estudo no qual comparam
a sensibilidade de varios pares de iniciadores tendo como alvo diferentes regides do genoma
de Cryptosporidium, Sulaiman; Xiao e Lal (1999), observaram que os iniciadores para
amplificacdo do gene 18S rRNA, construido por Xiao et al. (1999a), e usado em nosso estudo,
foi mais sensivel, detectando entre 10000 a 1 oocistos em Nested-PCR, comparado a outros
iniciadores aplicados para o mesmo genes. Neste mesmo estudo, a PCR do gene COWP,
usando os iniciadores de Spano et al. (1997a), o mesmo usado em nosso estudo, teve alta
sensibilidade e especificidade no diagndstico de Cryptosporidium spp. (SULAIMAN; XIAO;
LAL, 1999). A realizagdio da PCR de todas as amostras positivas permitiu avaliar as

discordancias entre os resultados do exame parasitologico e do ELISA.
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Estudos comparando técnicas diagndsticas como ZN, ELISA e PCR, para a detec¢do
de Cryptosporidium ainda sdo escassos. Nesse estudo, noés comparamos o diagndstico
microscopico por coloracdo de ZN com a pesquisa de antigenos nas fezes por ELISA, e esses
forneceram alguns resultados conflitantes, sendo necessario um terceiro método, a PCR, para
esclarecer as discordancias. As amostras Q272 e C181, positivas no ELISA, mas negativa no
método microscopico por coloracdo ZN, amplificaram por PCR pelo menos um dos genes
analisados, mostrando que essas amostras eram verdadeiramente positivas, pois continha
DNA de Cryptosporidium, evidenciando a melhor sensibilidade do ELISA quando comparado
ao método ZN. Resultados positivos no ELISA e negativos na microscopia podem ser
decorrentes da baixa eliminagdo do parasito pelo hospedeiro, auséncia de oocistos inteiros ou
com a integridade morfolégica comprometida (UNGAR, 1990; JAYALAKSHMI;
APPALARAJU; MAHADEVAN, 2008). Por outro lado, as amostras C13 e B35, que foram
positivas no método microscdpico e negativas no ELISA, amplificaram por PCR, mostrando
que, nessas amostras, 0 ELISA falhou na deteccdo de antigenos do parasito. Esta falha pode
ser devido a ndo acessibilidade ou reconhecimento do antigeno pelo anticorpo monoclonal, ou
mesmo degradacdo desse antigeno (UNGAR, 1990; JAYALAKSHMI; APPALARAJU;
MAHADEVAN, 2008). Apesar da alta eficiéncia da PCR, as amostras Q285 ¢ A17, positiva
para Cryptosporidium em pelo menos um dos métodos diagnosticos, ndo apresentou
amplificacdo de nenhum dos genes analisados, provavelmente devido a presenca de inibidores
da DNA polimerase presentes nas fezes ou mesmo degradacdo ou mutagdes do DNA, que
podem impedir a amplificagdo do gene-alvo (SLUTER; TZIPORI; WIDMER, 1997).

Apesar de bastante utilizados na rotina diagndstica, os métodos parasitoldgico e o
ELISA ndo permitem a diferenciacdo das espécies de Cryptosporidium, o que € importante
para entendimento do perfil epidemioldgico e transmissdo desse parasito (FAYER, 2010;
XIAO, 2010). Assim, um dos objetivos desse estudo foi realizar a genotipagem por nested-
PCR/RFLP dos isolados de Cryptosporidium, a fim de determinar a espécie mais prevalente
em nosso meio. Nesta parte do estudo, além dos 16 isolados de Cryptosporidium obtidos dos
diversos grupos de criangas, foram incluidos nove isolados disponiveis no nosso laboratorio,
proveniente de outros estudos, destes, sete eram de criangas saudaveis e dois de adultos com
HIV. Todos esses isolados foram analisados por colora¢do de ZN e por ELISA para pesquisa
de coproantigeno de Cryptosporidium.

Pouco ¢ conhecido sobre a circulagdo e os padrdes de transmissdo da criptosporidiose

nos paises em desenvolvimento. A aplicagcdo de caracteriza¢do genética de Cryptosporidium
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na epidemiologia molecular pode levar a abordagens mais racionais de controle da doenca.
No Brasil existem poucos estudos que determinam as espécies de Cryptosporidium, € nosso
estudo € o primeiro realizado no Estado da Bahia.

Diferente de outros estudos que mostram que a amplificagdo do gene 18S rRNA por
nested-PCR ¢ mais eficiente que o gene COWP (LLORENTE et al., 2007), em nosso estudo
as nested-PCRs de ambos os genes tiveram a mesma eficiéncia de amplificacdo de 84%
(21/25). Porém, a eficiéncia total de amplificacdo de ambos os locus analisados foi de 92%
(23/25). Neste trabalho a espécie mais prevalente, considerando os resultados de ambos os
loci, foi C. hominis, encontrado como Unica espécie presente em 78,3% (20/23), e em
provavel mistura com C. felis em 8,7% (2/23), sugerindo que a transmissdo antropondtica de
Cryptosporidium é mais prevalente em nosso meio. Este dado esta em concordancia com
outros resultados publicados no Brasil. Em estudo realizado no Rio de Janeiro, 1197 amostras
fecais de criancas foram analisados por PCR em tempo real, a frequéncia de Cryptosporidium
foi 3,2% (38/1197), e C. hominis foi a espécie mais prevalente (73,7%) (ROLANDO et al.,
2012). Em um estudo realizado com pacientes portadores de HIV em Sao Paulo, de 27
isolados, 17 (63%) foram caracterizados como C. hominis, 4 (14,8%) C. parvum, 5 (18,5%)
C. felis e um (3.7%) C. canis (LUCCA et al., 2009). Em Fortaleza (Ceard) a diferenca entre C.
hominis ¢ C. parvum foi menor, de 42 isolados de Cryptosporidium em criangas de uma
favela urbana, 24 (57,1%) foram caracterizados como C. hominis ¢ 18 (42,9%) como C.
parvum (BUSHEN et al., 2007).

Inumeros estudos mostram que em casos de criptosporidiose humana, C. hominis
predomina em nag¢des industrializadas, tais como Australia (O’BRIEN; McINNES; RYAN,
2008; WALDRON et al., 2011), Holanda (WIELINGA et al., 2008), Japao (YAGITA et al.,
2001), Espanha (LLORENTE et al., 2007), e em paises em desenvolvimento, como Peru
(XIAO et al., 2001; CAMA et al., 2007), India (DAS et al., 2006; SHARMA et al., 2013);
Africa do Sul (SAMRA et al., 2013) e Egito (ABD EL KADER et al., 2012) mostrando que a
espécie antropondtica é o principal agente da criptosporidiose humana. Entretanto, em outros
paises o C. parvum predomina, como no Canada (BUDU-AMOAKO et al., 2012) e na Franca
(The ANOFEL Cryptosporidium National Network, 2010). Em nosso estudo, apenas um
isolado (4,8%) que amplificou por PCR foi identificado como C. parvum. Este dado esta de
acordo com varios estudos que mostram baixa prevaléncia desta espécie em paises em
desenvolvimento e industrializados. A espécie C. parvum pode infectar inimeros hospedeiros

mamiferos além do humano, sendo o gado bovino um dos principais. Assim essa espécie esta
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relacionada transmissdo zoondtica do parasito. A transmissdo direta de C. parvum de animais
a humanos ¢ bem documentada, e estudos de epidemiologia molecular indicam que a
propor¢do de infecgdes por C. parvum em humanos € muito maior em areas rurais que em
urbanas (LEARMONTH et al., 2004; LLORENT et al., 2007; NG et al., 2012). A maioria da
populagdo do nosso estudo ¢ de area urbana de Salvador e regido metropolitana, o que
justifica a baixa frequéncia de C. parvum. Inclusive, o isolado identificado como C. parvum
em nosso estudo foi oriundo de uma crianca que vivia em uma cidade do interior da Bahia,
onde atividades e contato com animais de fazenda sdo comuns na populagido em geral. Porém,
ndo podemos concluir que este isolado de C. parvum foi proveniente de uma transmissao
zoonotica. Atualmente, sabe-se que existem diversos subtipos dessa espécie, sendo que alguns
deles estdo relacionados a transmissdo zoondtica e outros sdo apenas encontrados em
humanos, sendo relacionados a transmissdo antroponoética (FAYER, 2010; XIAO, 2010).
Mais estudos sdo necessarios para avaliar o perfil de transmissdo deste coccideo em nossa
populagdo.

C. hominis e C. parvum s3o responsaveis por cerca de 90% dos casos de
criptosporidiose humana. Entretanto, outras espécies ou genotipos de Cryptosporidium, tais
como, C. meleagridis, C. muris, C. canis, C. felis, C. suis ¢ C. andersoni, podem infectar
humanos, especialmente pacientes imunocomprometidos e criangas (CIELOSZYK et al.,
2012). Desde 1999, quando Pieniazek et al. descreveram os trés primeiros casos de infec¢do
por C. felis em pacientes HIV positivos, varios estudos tém confirmado que esta espécie pode
infectar humanos (XIAO et al., 2001; LUCCA et al., 2009; CIELOSZYK et al., 2012).

Em quatro isolados do nosso estudo (17,4%), a andlise de RFLP do fragmento do gene
18S rRNA mostrou um perfil distinto de C. parvum e C. hominis e consistente com padrdes
publicados para C. felis. Apds digestdo com Sspl observou-se padrdo de bandas de 426 e
390pb, consistente com dados publicados para C. felis (XIAO et al., 1999b; XIAO et al.,
2001; JIANG; XIAO, 2003). De acordo com Huber (2007), C. felis pode ser seguramente
diagnosticado com a digestdo pela enzima Sspl, possuindo padrdo de corte que a diferencia
das demais espécies deste género. Por outro lado, em nosso estudo, apds a digestdo com
enzima Vspl, esses isolados apresentaram reacdo incompleta, observando-se bandas
relativamente fracas em 476, 184 e 104pb, em acordo com o padrdo de bandas ja publicado na
literatura (XIAO et al., 1999b; XIAO et al., 2001; JIANG; XIAO, 2003). Reagdo incompleta
com enzima Vspl em isolados de C. felis ja foi observado em outros estudos (XIAO et al.,

1999b; GRECA, 2010), e todos confirmaram a presenca de C. felis por sequenciamento. Em
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casos de deteccdo de espécies ndo C. parvum e ndo C. hominis, o ideal ¢ realizar o
sequenciamento para confirmacdo, porém este tipo de andlise ndo foi realizada em nosso
estudo. Entretanto, diversos trabalhos mostram que isolados de C. felis com mesmo padrao de
digestao aqui observado foram confirmados por sequenciamento do gene 18S rRNA (XIAO et
al., 1999b; GRECA, 2010).

C. felis ¢ uma espécie que tem como principal hospedeiro o gato doméstico. No Brasil,
a prevaléncia de C. felis em gatos varia de 3,9% (COELHO et al., 2009) a 14,44%
(GENNARI et al., 1999). C. felis ja foi identificada em pacientes com AIDS no Brasil
(LUCCA et al, 2009) e em criancas imunocompetentes no Peru (XIAO et al., 2001) e na India
(DAS et al., 2006). A rota de transmissdo para espécies ndo usuais de Cryptosporidium nao
estd clara. Devido a infec¢do humana por espécies ndo C. parvum e ndo C. hominis serem
menos comuns, a principal rota de transmissdo deste parasito provavelmente ¢ através de
contato direto com animais infectados (MATOS et al., 2004). Em nosso estudo ndo temos
dados de contatos desses pacientes com animais. Gatos domésticos sdo encontrados em
muitas residéncias sem evidéncia de criptosporidiose humana, portanto, ¢ dificil atribuir a
infeccdo ocasional por C. felis ao contato direto com gatos, entretanto a alta prevaléncia desta
espécie em nosso estudo enfatiza a importdncia deste animal na transmissdo de
Cryptosporidium para crianga ¢ a necessidade de estudos epidemioldgicos cuidadosos para
elucidar as rotas de transmissdo de infec¢des com espécies ndo usuais de Cryptosporidium.

Algumas discordancias foram também observadas na amplificagdo dos diferentes
genes de Cryptosporidium, duas amostras, B35 e C181, que amplificaram o gene COWP, nao
apresentaram amplicons apo6s nested-PCR do gene 18S rRNA, bem como as amostras R02 e
L02, amplificaram o gene 18S rRNA, mas ndo o COWP. Vdrios estudos utilizam esses dois
genes para genotipagem de Cryptosporidium, e alguns encontraram resultados discordantes,
tanto em relacdo a eficiéncia na amplificacdo, quanto as espécies identificadas
(GONCALVES et al., 2006; TROTZ-WILLIAMS et al., 2006). Inclusive, em nosso estudo,
as amostras R02 e L02 que amplificaram apenas o gene 18S rRNA, foram identificadas como
C. felis. Analise por RFLP do gene COWP permite a diferenciacdo apenas entre as espécies
C. hominis, C. parvum ¢ C. meleagridis, enquanto que, apenas a analise do polimorfismo do
gene 18S rRNA permite diferenciar outras espécies de Cryptosporidium, como C. felis, C.
muris ¢ C. canis (SULAIMAN; XIAO; LAL, 1999; JIANG; XIAO, 2003; XIAO, 2010).
Esses fatores realgam a importancia da utilizagdo de mais de um gene para genotipagem desse

coccideo. A andlise genética de varios loci por PCR ou sequenciamento ¢ recomendado, uma
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vez que os genes utilizados como marcadores podem sofrer mutagdes, o que eventualmente
pode produzir resultados aleatérios e ambiguos.

Nas amostras que amplificaram ambos os genes ndo foram observadas discordancias
entre as espécies identificadas, exceto nas amostras C71 e C72, que apresentaram perfil de C.
hominis apds RFLP do gene COWP, e foram identificadas como C. felis apds andlise do
polimorfismo do fragmento do gene 18S rRNA. Esses isolados provavelmente representam
mistura de espécies de Cryptosporidium, como ja relatado em outros estudos (LEONE et al.,
2006; RUCCKER et al., 2011). Mais estudos devem ser realizados para maior entendimento

da dindmica de transmissdo e da epidemiologia da criptosporidiose humana em nossa regiao.
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7. CONCLUSOES

Os resultados desse estudo nos permitem as seguintes conclusoes:

O método de concentracdo de fezes SC, seguido da coloragdo ZN, sdo eficientes na
identificac¢do de oocistos tanto de Cryptosporidium, quanto de Isospora belli, em amostras
fecais. Esses métodos podem ser utilizados no protocolo de rotina de laboratdrios clinicos
para diagnostico simultdneo dos dois coccideos oportunistas mais frequentes em
imunocomprometidos.

A pesquisa de coproantigeno por ELISA para identificagdo de Cryptosporidium apresenta
elevadas sensibilidade e especificidade. Positividade em apenas uma das técnicas
diagnosticas pode ser obervada, sendo necessdrio o uso de um terceiro método para
avaliar resultados conflitantes.

A amplificagdo de genes-alvos do Cryptosporidium por PCR em amostras fecais ¢ uma
alternativa para confirmar resultados discordantes entre a microscopia e o ELISA.

A espécie de Cryptosporidium mais frequente foi C. hominis, sugerindo que a transmissao

antropondtica desse coccideo € a mais prevalente em nosso meio.
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