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DIFERENTES TECNICAS DE DIAGNOSTICO EMPREGADAS NA ESTIMATIVA
DE PREVALENCIA POPULACIONAL DE INFECCAO POR Cryptosporidium felis
EM GATOS DOMICILIADOS NO MUNICIPIO DE ARACATUBA, SAO PAULO

RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram comparar os métodos de
diagndstico por ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura e reacdo em cadeia da
polimerase (nested-PCR) a analise morfologica utilizando a técnica de centrifugo-
flutuacdo em agua-éter seguida de coloracdo de Kinyoun modificada (microscopia)
para estimar a taxa de eliminacao de oocistos de Cryptosporidium spp. ha populacao
de gatos domiciliados na zona urbana do Municipio de Aracatuba, Sdo Paulo. O
potencial zoonético do coccidio isolado em fezes deste hospedeiro foi investigado
por meio de caracterizacdo molecular. Um total de 138 amostras fecais foi colhido de
forma aleatdria simples e proporcional a populagdo de gatos de cada uma das sete
areas censitarias pertencentes a zona urbana do municipio. Nao houve discordancia
entre ELISA de captura e microscopia (p = 1,0000) nem entre nested-PCR e
microscopia (p = 0,1094); entretanto, o grau de concordéancia variou de substancial
(Kappa = 0,7948) a moderado (Kappa = 0,4647), respectivamente, entre estes
meétodos. Especificidade da nested-PCR e do ELISA de captura foi semelhante;
entretanto, a nested-PCR apresentou menor sensibilidade, justificada pela
associacao entre a intensidade da densidade éptica e a amplificacdo da subunidade
18S do rRNA. Detectamos oocistos de Cryptosporidium spp. em 9,4% das amostras
por pelo menos dois métodos diagndsticos. Com intervalo de 95% de confianca,
estimamos que a taxa de eliminacdo de oocistos desse protozoario na populagédo
felina do municipio variou de 4,5% a 14,3%. Todos os isolados sequenciados
apresentaram 100% de similaridade com Cryptosporidium felis. Concluimos que
gatos domiciliados possam contribuir para a contaminacdo ambiental de um
municipio, ainda que C. felis ndo seja o principal agente etioldgico da
criptosporidiose em seres humanos.

Palavras-chave: Criptosporidiose, ELISA, Epidemiologia, Felinos, Kinyoun,
Nested-PCR
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DIFFERENT DIAGNOSTIC TECHNIQUES EMPLOYED IN THE ESTIMATIVE
OF POPULATION PREVALENCE OF INFECTION BY Cryptosporidium felis IN
DOMICILED CATS IN THE MUNICIPALITY OF ARACATUBA, SAO PAULO

ABSTRACT - The aim of this work was to compare the diagnostic methods by
capture enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and polymerase chain
reaction (nested-PCR) to morphological analysis using the technique of flotation in
water-ether followed by modified Kinyoun staining (microscopy) to estimate the
shedding rate of Cryptosporidium spp. in stool samples of cats domiciled in urban
area of municipality of Aracatuba, S8o Paulo State. Zoonotic potential of coccidian
isolated in feces was investigated by molecular characterization. A total of 138 stool
samples were collected random and proportionally from to cat population in each of
the seven census areas belonging to the urban area. There was no disagreement
between capture ELISA and microscopy (p = 1.0000) or between nested-PCR and
microscopy (p = 0.1094); however, the degree of agreement varied from substantial
(Kappa = 0.7948) to moderate (Kappa = 0.4647), respectively, in these diagnostic
methods. Specificity of nested-PCR and ELISA capture were similar; however, the
nested-PCR showed lower sensitivity, justified by the association between the
intensity of the optical density and amplification of 18S rRNA subunit. We detected
Cryptosporidium spp. in 9.4% of the samples by at least two diagnostic methods.
With the 95% confidence, we estimate that shedding rate of Cryptosporidium oocysts
ranged from 4.5% to 14.3% in the feline population of Aracatuba. All isolates
sequenced showed 100% similarity with Cryptosporidium felis. We conclude that cats
domiciled can contribute to environmental contamination of a municipality, although
C. felis is not the primary etiologic agent of cryptosporidiosis in humans.

Keywords: Criptosporidiosis, ELISA, Epidemiology, Feline, Kinyoun, Nested-
PCR



1. INTRODUCAO

O género Cryptosporidium € representado por protozoarios intracelulares
obrigatérios que parasitam principalmente a superficie epitelial do trato
gastrointestinal de seus hospedeiros (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000; XIAO et al.,
2004; KARANIS; ALDEYARBI, 2011; CHALMERS; KATZER, 2013).

A criptosporidiose € mais frequente em pacientes imunossuprimidos,
tornando-se cronica e, eventualmente fatal, embora possa ocorrer em individuos
imunocompetentes, que desenvolvem gastrenterite aguda (NAVIN; JURANEK,
1984). Devido a sua gravidade e estreita relacdo com a deficiéncia de saneamento
basico e com o baixo poder aquisitivo da populacdo de risco, a enfermidade foi
incluida na Iniciativa das Doencas Negligenciadas da Organizacdo Mundial da
Saude (SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006; ASSIS et al., 2013).

Surtos de Cryptosporidium por veiculagdo hidrica afetaram 5.000 pessoas
em Swindon e Oxfordshire, Reino Unido, em 1989 (RICHARDSON et al., 1991) e
403.000 individuos em 1993, em Milwaukee, Estados Unidos (MACKENZIE et al.,
1994). Tais fatos implicaram a agua contaminada, ainda que tratada, como a
principal forma de transmissdo desta enfermidade (TZIPORI; WIDMER, 2008).

A identificacdo morfoldgica por microscopia Optica e os testes imunolégicos
sdo género-especificos devido a grande semelhanca morfologica entre as espécies
e a presenca de antigenos conservados (MEIRELES, 2006; FAYER, 2008). Por isso,
a utilizacdo de ferramentas moleculares em investigacbes epidemioldgicas tem
proporcionado novas perspectivas sobre a diversidade de Cryptosporidium spp., €
seu potencial zoonatico (XIAO et al., 2004; BAJER, 2008).

Atualmente, sdo reconhecidas 30 espécies do género Cryptosporidium, 20
sdo encontradas em mamiferos e 13 sdo consideradas zoonoéticas. Analise genética
tem identificado 61 gendtipos diferentes em diversas espécies (PLUTZER,;
KARANIS, 2009; SMITH; NICHOLS, 2010; CHALMERS; KATZER, 2013; SLAPETA,
2013).



Apesar de o género Cryptosporidium tender a um comportamento espécie-
especifico, pode haver infec¢cdo acidental em outros hospedeiros. Seres humanos
costumam ser parasitados por Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium parvum,
mas infeccbes pelas espécies Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium canis,
Cryptosporidium  felis, Cryptosporidium  suis, Cryptosporidium muris e
Cryptosporidium andersoni podem ocorrer acidentalmente. O potencial zoondético
dos gendtipos cervine, monkey, skunk, rabbit e chipmunk também ja foi descrito
(FENG et al., 2009; SMITH; NICHOLS, 2010).

Os objetivos desse trabalho s&o comparar os exames laboratoriais por
ELISA de captura, identificacdo morfolégica por microscopia feita a partir da técnica
de centrifugo-flutuacdo em agua-éter seguida de coloracdo por Kinyoun modificada
e nested-PCR para estimar a taxa de eliminagdo de oocistos de Cryptosporidium
spp. e realizar a caracterizacdo molecular de isolados obtidos em fezes de gatos

domiciliados no Municipio de Aragatuba, SP.



2. REVISAO DE LITERATURA

Cryptosporidium foi encontrado pela primeira vez na mucosa gastrica de um
rato, e foi denominado Cryptosporidium muris (do latim, Crypto: ausente, oculto;
Sporidium: esporo) por ndo apresentar esporocistos, apenas esporozoitos (TYZZER,
1907).

Somente quase 70 anos apds a descoberta do protozoario foram relatados
0s primeiros casos em humanos (MEISEL et al., 1976; NIME et al.,, 1976).
Inicialmente, pesquisadores verificaram que seis entre sete pacientes com
criptosporidiose estavam imunossuprimidos, o que definiu a enfermidade como
oportunista e emergente (BIRD; SMITH, 1980). Quatro anos depois, concluiu-se que
criptosporidiose ocorria principalmente em pacientes imunodeficientes, tornando-se
cronica e eventualmente fatal, embora também pudesse ocorrer em individuos
imunocompetentes, que geralmente desenvolvem gastrenterite aguda (NAVIN;
JURANEK, 1984).

O primeiro relato de criptosporidiose em gatos foi realizado por Iseki (1979),
gue nomeou a espécie como C. felis, a espécie mais prevalente em felinos até os
dias atuais. Posteriormente, identificaram-se neste hospedeiro C. muris (PAVLASEK;
RYAN, 2007) e C. parvum (SARGENT et al., 1998), tendo este um elevado potencial
zoonotico.

Embora a taxonomia ainda ndo esteja bem definida, sendo necessario o
aprimoramento de parametros genéticos e bioquimicos (PLUTZER; KARANIS,
2009), o género Cryptosporidium € classificado como pertencente ao Filo
Apicomplexa (possui complexo apical), Classe Sporozoae (apresenta ciclos de
reproducdo sexuada e assexuada com formacao de oocistos), subclasse Coccidia
(seu ciclo de vida envolve merogonia, gametogonia e esporogonia), ordem
Eucoccidiida  (ocorre  esquizogonia), sub-ordem  Eimeriina  (desenvolve
macrogametas e microgametas), Familia Cryptosporidiidae (presenga de um oocisto
com quatro esporozoitos e sem esporocistos) (LEVINE, 1985).

A taxa de deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. em gatos pode
variar entre 0 e 30% em diversas regides geograficas, conforme ilustrado no Quadro
1.



Quadro 1. Tamanho amostral (n) e nimero de gatos para Cryptosporidium spp. por
diferentes métodos de diagndsticos.

. - Positivos
*

Ano Autor Diagnostico n (%) Local
1998 SARGENT et al. VM 162 2(1,2) Perth, Australia
1999 GENNARI et al. S 187 27 (14,4) Séo Paulo-SP
1999 McREYNOLDS et al. ELISA-IgG 600 50 (8,3) EUA
2002 HUBER et al. S 48 6 (12,5) Rio de Janeiro-RJ

Sao Paulo-SP
2002 RAGOZZO et al. S 138 2(1,4) Guarulhos-SP
2007 HUBER et al. S 30 9 (30,0) Rio de Janeiro-RJ
2007 FUNADA et al. S 327 37 (11,3) Séo Paulo-SP
2007 RAMBOZZI et al. S 200 49 (24,5) Turin, Itélia
2008 TZANNES et al. FA 1355 13 (1) Reino Unido
2009 COELHO et al. VM 51 2 (3,9 Andradina-SP
2009 BALLWEBER et al. RIFI 250 30 (12) EUA
2009 OVERGAAW et al. ZN 22 1(4,6) Holanda
2011 PAOLETTI et al. RIFI 108 0 Italia
2012 PEREIRA: FERREIRA ZN 102 13 (12,7) R0 de Janeiro-RJ

Terezo6polis-RJ
2013 PIVOTO et al. SZ 191 17 (8,9) Santa Maria-RS

*S: técnica de centrifugo flutuacdo em solucéo saturada de sacarose; FA: coloracéo
fenol-auramina; VM: coloracdo verde malaquita; RIFI: reacdo de imunofluorescéncia
indireta; ZN: coloracdo de Ziehl-Neelsen; SZ: técnica de centrifugo-flutuacdo em
sulfato de zinco.

Foi observada maior prevaléncia da eliminacdo de oocistos em felinos
abaixo de um ano de idade em estudos conduzidos na Italia (RAMBOZZI et al.,
2007) e nos Estados Unidos da América (BALLWEBER et al., 2009). Isso poderia
estar relacionado a um sistema imune ainda imaturo, debilitado ou em casos de
enfermidades imunossupressoras intercorrentes, como a co-infec¢cdo por virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da leucemia felina (FeLV) (OLIVEIRA LEMOS et
al., 2012).

Gatos com acesso a ruas tiveram cinco vezes mais chance de se infectar
por Cryptosporidium spp. quando comparados a gatos mantidos somente dentro de
casa (McREYNOLDS et al., 1999), contudo isso ainda é controverso (RAMBOZZI et
al., 2007 e BALLWEBER et al., 2009). Tal divergéncia poderia ser explicada pelo



fato de essas pesquisas terem sido conduzidos em tempos e em diferentes regioes
geograficas. Além disso, os fatores de risco de infeccdo podem ser multifatoriais.

Gatos alimentados por dieta caseira tiveram quase sete vezes mais chance
de adquirir criptosporidiose quando comparados agueles que ingeriam somente
racdo (RAMBOZZI et al.,, 2007), o que confirma a importancia dos alimentos
contaminados na epidemiologia da doenca.

A ocorréncia de sinais clinicos ainda é discutivel. Animais imunossuprimidos
sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento da enfermidade (MONTICELLO et al.,
1987), embora muitos felinos sejam assintométicos (MTAMBO et al., 1991; NASH;
MTAMBO; GIBBS, 1993; FAYER et al., 2006)

A chance de deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. foi duas vezes
maior em gatos com diarreia (McCREYNOLDS et al., 1999; RAMBOZZI et al., 2007).
Entretanto, também pode haver associacdo entre a criptosporidiose e a co-infeccédo
por outros enteroparasitos, como Toxascaris leonina, Toxocara cati, Cystoisospora
spp., Aelurostrongylus abstrusus e Dipylidium caninum (RAMBOZZI et al., 2007), o
gue dificulta determinar a causa primaria da diarreia.

Em caso de infeccdo ativa, Cryptosporidium spp. pode induzir a atrofia e a
fusdo das microvilosidades dos enterdcitos e a inflamacao local, reduzindo a
superficie de absorcdo (KOUDELA; JIRI, 1997). Ha indicios de esta interacdo induzir
a apoptose de enterécitos no hospedeiro (BURET; CHIN; SCOTT, 2003; MELE et
al., 2004), e esta patogenia ocasionaria o desequilibrio no transporte de nutrientes
(THOMPSON; PALMER; O'"HANDLEY, 2008; VADLAMUDI et al., 2013).

As técnicas de diagnostico podem ser divididas em trés grandes grupos:
microscopia, ensaios imunoenzimaticos e molecular. A microscopia € amplamente
utilizada na rotina clinica. Oocistos podem ser visualizados por microscopio de
contraste de fase apos a realizacdo do método de flutuacdo de Sheather (TEIXEIRA
et al., 2011), ou pelo emprego de diversos corantes, tais como: Ziehl-Neelsen
modificado (HENRIKSEN; POHLENZ, 1981); Kinyoun modificado (MA; SOAVE,
1983) e verde malaquita (ELLIOT et al.,, 1999). Embora esses métodos sejam
relativamente simples e de baixo custo, nenhuma delas é capaz de diferenciar as
espécies de Cryptosporidium spp. Além disso, requerem grande habilidade do

microscopista e apresentam baixa especificidade e sensibilidade reduzida em casos



de baixa eliminacdo de oocistos (QUILEZ et al., 1996; MORGAN et al., 1998;
CLARK, 1999).

Diversas técnicas de imunoensaio, ou seja, fundamentadas na ligacao
antigeno-anticorpo, podem ser usadas no diagnostico da criptosporidiose, dentre as
quais se destacam: imunofluorescéncia direta (IFD), ensaio imunoenzimatico direto
(ELISA de captura) e imunocromatografia. Como desvantagem, esses métodos
podem ser mais complexos, onerosos, e requerem uma rotina laboratorial mais
intensa, quando comparados a microscopia.

A IFD apresenta alta sensibilidade (98,5 — 100%) e especificidade (96 —
100%) (STERLING; ARROWOOD, 1986; STIBBS; ONGERTH, 1986, GARCIA et al.,
1987; McLAUCHLIN et al., 1987; ONGERTH; STIBBS, 1987; ARROWOOD;
STERLING, 1989; GRIGORIEW et al., 1994; NIEMINSKI; SCHAEFER Il
ONGERTH, 1995; GRACZYK; CRANFIELD; FAYER, 1996; GARCIA; SHIMIZU,
1997; SMITH; GRIMASON, 2003). As técnicas de ELISA de captura e
imunocromatografia apresentam especificidade entre 98 e 100% (ROBERT et al.,
1990; UNGAR, 1990; NEWMAN et al., 1993; GARCIA; SHIMIZU, 1997; CHAN et al.,
2000; KATANIK et al., 2001; JOHNSTON et al., 2003). A sensibilidade da
imunocromatografia ainda é controversa (JOHNSTON et al., 2003), mas a do ELISA
de captura pode chegar a 100% (ELGUN; KOLTAS, 2011).

Diversas técnicas moleculares fundamentadas na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) também podem ser empregadas no diagnostico da enfermidade,
contudo sdo mais complexas e de alto custo. Como vantagem, possibilitam a
diferenciacdo das espécies de Cryptosporidium e auxiliam no estudo da
epidemiologia e ecologia da enfermidade, por isso sdo mais utilizadas em pesquisas
cientificas (THOMPSON; CONSTANTINE; MORGAN, 1998; FAYER; MORGAN;
UPTON, 2000; MORGAN, 2000; JIANG; XIAO, 2003; MONIS et al., 2005; GASSER,
2006).

Hé& poucos relatos sobre o tratamento de criptosporidiose em gatos, porque
as drogas disponiveis até 0 momento sao pouco eficazes. Os sinais clinicos, quando
ocorrem, costumam ser autolimitantes entre os animais imunocompetentes.

Tilosina, via oral, na dose de 11 mg/kg, foi administrada duas vezes ao dia

por 28 dias, para felinos infectados por Cryptosporidium spp. e houve a remissao



dos sinais clinicos na primeira semana de tratamento (LAPPIN et al., 1997). Devido
ao fato de o animal apresentar diarreia cronica, a possibilidade de ter havido uma
cura espontanea é pequena e a eficacia da tilosina, neste caso, parece ser a
hipétese mais plausivel. A tilosina é um antibiético macrolideo com efeitos também
imunomodulatérios (BABA et al., 1998)

Uma gata de seis meses de idade com diarreia cronica foi tratada com
paromomicina por via oral, na dose de 165 mg/kg duas vezes ao dia por cinco dias,
e o farmaco foi capaz de reduzir a eliminacdo de oocistos abaixo dos niveis de
deteccdo, contudo ndo foi possivel determinar se a infec¢do foi completamente
eliminada (BARR et al.,, 1994). Em caso de hematoquezia, essa droga ndo é
recomendada, pois pode ser absorvida e provocar acdo nefrotoxica e ototdxica
(GOOKIN et al., 1999).

A nitazoxanida ja foi usada no tratamento de co-infeccéo entre Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em gatos na dose de 25 mg/kg por via oral duas vezes ao dia
por pelo menos cinco dias (SCORZA; LAPPIN, 2007). Entretanto, este farmaco pode
causar emese e gastroenterite (SCORZA; TANGTRONGSUP, 2010).

Até o momento, a paromomicina € a droga de escolha para tratar a
criptosporidiose (SHAHIDUZZAMAN; DAUGSCHIES, 2012).

O controle e a prevencao da criptosporidiose devem ser fundamentados na
epidemiologia da doenca, cuja forma de transmissao € fecal-oral. Boas condicfes de
higiene e saneamento basico sdo aspectos primordiais que visam nao s6 a reducao
do risco de ingestédo de oocistos como a reducao da contaminacdo ambiental.

A resisténcia de oocistos de C. parvum foi avaliada em diversas condi¢des
ambientais, e apdés um més de congelamento, apenas 1,8% dos oocistos
permaneceram viaveis. Essas formas evolutivas resistiram por no maximo quatro
horas de dessecacdo e apds este periodo 100% deles estavam inativados,
entretanto, podem permanecer viaveis por mais varios meses quando estiverem
contidos em fezes. A floculagcdo em sulfato de aluminio, a exemplo do que é
realizado em estagfes de tratamento de agua, nado foi efetiva para a eliminacdo do
protozoario (ROBERTSON; CAMPBELL, SMITH, 1992).

Métodos de filtracdo comumente utilizados por estacdes de tratamento de

agua removem a maioria dos agentes contidos na agua, porém oocistos de



Cryptosporidium spp. foram encontrados em 3,8-40% das amostras de agua
avaliadas com uma concentracdo de até 0,5 oocistos por litro (ROSE; LISLE;
LeCHEVALLIER, 1997). Por outro lado, oocistos presentes em pequena quantidade
de agua podem ser inativados quando submetidos a pelo menos seis horas de
exposicdo solar (MENDEZ-HERMIDA et al., 2007). Isto poderia ser realizado antes
de o gato ter acesso a agua, contudo, esta espécie de animal tem como habito a
preferéncia por agua fresca. Outra forma de inativar os oocistos € a fervura da agua
por mais de um minuto (CDC, 1999)

Os oocistos ndo sao inativados pela maioria dos desinfetantes utilizados, tais
como: hipoclorito, acido peracético, orto-ftalaldeido, &lcool etilico, glutaraldeido,
fenol, iodo povidine, aménia quaternaria e peroxido de hidrogénio em concentracdes
inferiores a 6%.

Cryptosporidium spp. é sensivel a dessecacdo, aos raios ultravioletas da
irradiacéo solar (ROCHELLE et al., 2005), ao peréxido de hidrogénio 6-7,5% a 20°C
por 20 minutos. Esterilizacdo de material por meio de autoclave e Oxido etileno é
eficaz (BARBEE et al., 1999).

Além dos cuidados da fonte de dgua dos animais, recomenda-se evitar o
acesso dos animais a ruas e fornecer somente ragcdes comerciais aos gatos, que
também sao boas alternativas para evitar a infeccdo (McREYNOLDS et al., 1999;
RAMBOZZI et al., 2007).

Cdaes e gatos parecem exercer um risco minimo de potencial reservatorio,
porgue na maioria das vezes sao infectados por C. canis e C. felis, respectivamente,
gue sao pouco encontrados em seres humanos, 0s quais, geralmente, infectam-se
por C. parvum e C. hominis. A ausente ou baixa associacdo relatada na literatura
cientifica entre a ocorréncia de criptosporidiose e o contato com um animal de
estimacéao reforca essa hipotese (LUCIO-FORSTER et al., 2010). Entretanto, ja foi
relatada associacdo entre a criptosporidiose em idosos e seus respectivos gatos
domiciliados (PEREIRA; FERREIRA, 2012), embora nao tenha sido realizada a
caracterizagdo molecular para determinagéo da espécie isolada.

Portanto, ha alguns pontos controversos, obscuros, e que ainda precisam
ser elucidados em relagcdo a infec¢cdo por Cryptosporidium spp. em gatos. A

deteccdo do parasito em fezes desse hospedeiro é comum, embora hajam poucos



estudos conduzidos no Brasil (GENNARI et al.,, 1999; RAGOZO et al., 2002,
HUBER; BOMFIM; GOMES, 2002; FUNADA et al., 2007; HUBER et al., 2007
COELHO et al., 2009), dentre os quais, somente dois realizaram a caracterizacao
molecular (HUBER et al.,, 2007; THOMAZ et al.,, 2007). Por se tratar de uma
parasitose subdiagnosticada na rotina clinica veterinaria de pequenos animais, é
importante verificar qual é a melhor técnica de diagnostico dessa enfermidade e
suas implicacfes. Microscopia e ensaios imunoenzimaticos ndo sdo capazes de
identificar a espécie do coccidio, 0 que limita a compreenséo de sua relevancia em
Saude Pdublica. Até o momento, ndo existem drogas eficazes no tratamento da
criptosporidiose, e esta enfermidade continua apresentando potencial de causar
surtos, podendo ser fatal em individuos imunossuprimidos. Esses fatos justificam a

importancia do presente trabalho.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar técnicas de diagnéstico para estimar a taxa de eliminacdo de
oocistos de Cryptosporidium spp. na populacdo de gatos domiciliados no Municipio

de Aracatuba, Sdo Paulo.

3.2 Objetivos especificos

. Comparar os métodos de diagnostico por ELISA de captura, analise
morfolégico por microscopia utilizando técnica de centrifugo-flutuacéo
em agua-éter seguida de coloracdo de Kinyoun modificada e nested-
PCR na deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de
gatos;

. Estimar a taxa de eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em
gatos domiciliados no Municipio de Aracatuba, SP;

. Realizar a caracterizacdo molecular de isolados de Cryptosporidium

spp. obtidos em fezes de gatos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo
O estudo foi realizado no Municipio de Aracatuba, localizado na longitude

-50,43° e na latitude -21,2° regido Noroeste do Estado de Sao Paulo, Brasil. A
cidade possuia uma populacdo estimada de 182.204 habitantes, distribuidos em
1.167 km? divididos em oito areas censitarias, dentre as quais sete (1-7) sdo
pertencentes a zona urbana (IBGE, 2010). A oitava area censitaria, que abrange a

zona rural, foi excluida por nao fazer parte do escopo desta pesquisa.

4.2 Amostragem e populagéo de estudo
Para o céalculo de tamanho amostral minimo para estudos de prevaléncia

consideraram-se 10% de prevaléncia estimada, 5% de erro amostral absoluto, 5%
de nivel de significancia, corrigido pelo nimero da populacdo de gatos pertencentes
a area de estudo, o que resultou em 138 amostras (De TORRES et al., 2009). A
prevaléncia estimada foi adotada segundo resultados de estudos conduzidos
anteriormente no Brasil (GENNARI et al.,, 1999; RAGOZO et al.,, 2002; HUBER,;
BOMFIM; GOMES, 2002; FUNADA et al., 2007; COELHO et al., 2009).

A populacdo de gatos de Aracatuba foi quantificada por meio de censo
realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) entre os meses de agosto de
2010 e janeiro de 2011. Os agentes comunitarios de saude (ACS) registraram 1.061
gatos na area 1; 1.033 na area 2; 1.104 na area 3; 416 na area 4; 544 na area 5; 744
na area 6, e 812 na area 7, totalizando 5.774 gatos residentes na zona urbana
municipal.

Durante este procedimento, ACS preencheram um formulério onde constava
o nome do municipe entrevistado, 0 nimero de cdes e de gatos pertencentes a
familia e o endereco, incluindo nome do logradouro e os numeros da residéncia, da
quadra e da area censitaria, além da identificacdo do ACS. Os formularios
preenchidos foram agrupados segundo a area censitaria em pastas armazenadas no
CCz.
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A amostragem aleat6ria simples foi realizada por meio de sorteio proporcional
a populacéo felina de cada area censitéria. Este tipo de delineamento experimental
foi escolhido para reduzir eventuais influéncias de fatores ambientais que pudessem
interferir na prevaléncia (De TORRES et al., 2009).

ApGs o sorteio de cada gato, o nome do logradouro e o numero da residéncia
foram registrados em uma nova planilha para que, posteriormente, esses dados
fossem utilizados na pesquisa do numero telefénico de proprietarios cadastrados na
lista telefénica. Logo, a presenca de um telefone fixo residencial foi critério de

inclusdo neste estudo.

Durante o contato telefbnico inicial, os proprietarios foram esclarecidos quanto
aos objetivos de pesquisa. Em caso de adesao ao experimento, agendava-se uma
visita domiciliar para a realizacdo da entrega do coletor universal, seguida de
explicacdo sobre a quantidade de fezes a ser colhida e o modo de armazenamento.
Diariamente, os proprietarios eram contatados para verificacdo se a colheita havia
sido feita. Quando a resposta era afirmativa, as amostras eram buscadas
imediatamente para que o acondicionamento no laboratorio fosse realizado em

menos de 24 horas.

As amostras foram provenientes de gatos domiciliados e de ambos o0s sexos
e de racas variadas ou indefinidas. Os animais foram categorizados por idade:
jovens (0 a 12 meses); adultos (12 a 84 meses), e idosos (acima de 84 meses),

segundo a estimativa dos proprietarios e inspecédo do médico veterinario.

4.3 Acondicionamentos das amostras

As amostras coletadas foram devidamente identificadas e acondicionadas de
acordo com os métodos a serem utilizados para o diagnostico. Assim, as fezes
foram separadas da seguinte forma: 2 g em dicromato de potassio a 5,0% na
proporcao 1:1 (massa/volume) para uso em microscopia; 1 g em formol a 10% para
ELISA de captura, e 200 pg, em duplicata, foram congelados a -20°C em microtubos
de 1,5 mL livres de DNAse e RNAse para nested-PCR.
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4.4 Microscopia
As amostras foram concentradas por meio da técnica de centrifugacdo em

agua-éter (MELONI; THOMPSON, 1996). Posteriormente, uma gota do sedimento
foi utilizada para esfregaco em lamina, que foi corada pelo método de Kinyoun
modificado (LENNETTE, 1985; GONCALVES, 2002). Para visualizacdo das laminas,

utilizou-se microscopio 6ptico com objetiva de 40x com 6Gleo de imerséo.

4.5 ELISA de captura
As amostras fecais mantidas em formol 10% foram processadas por ELISA de

captura, em monocata, utilizando-se o kit comercial Cryptosporidium stool antigen
ELISA® (IVD Research, Estados Unidos da América™), desenvolvido para o
diagnéstico em humanos. Amostras com densidade Optica (DO) maiores que 0,080
foram consideradas positivas, conforme as recomendacdes do fabricante. As DOs
foram obtidas por meio de espectrofotdmetro (Packard Bio Science Company™)
com o comprimento de onda de 490 nm.

4.6 Extracao de DNA e nested-PCR
A extracdo de DNA das amostras foi por kit comercial QlAamp® DNA Stool

Mini Kit (Qiagen™, Estados Unidos da América), conforme as recomendacdes do
fabricante. Posteriormente, para amplificacéo de fragmentos do gene da subunidade
18S do RNA ribossémico, realizou-se a técnica de nested-PCR com os primers 5
TTC TAG AGC TAATACATGCG 3 e 5 CCCATTTCC TTC GAAACAGGA ¥
para a reagao primaria (1325 bp) e 5 GGA AGG GTT GTATTT ATT AGATAAAG 3’
e 5 AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A 3° para a reacao secundaria (826-840
bp) (XIAO et al., 1999a), sob as seguintes condi¢bes de reacdo: preparacao de 25
pL de solucdo contendo 2,5 pL de tampéo para PCR 10 x, 2,5 mM MgCl,, 1 U de
Tag DNA polimerase, 200 uM de cada desoxirribonucleotideo, 100 nM de cada
oligonucleotideo (primer) e 2,5 pL de DNA-alvo. As amostras foram submetidas a
desnaturacao inicial do DNA a 94° C por 3 minutos, seguida de 34 ciclos, cada um
consistindo em desnaturacdo a 94° C por 45 segundos, 45 segundos de anelamento
a 55° C e 60 segundos de extensdo a 72° C, com extenséo final a 72° C por 7
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minutos. Para eletroforese, utilizou-se gel contendo 1,5 g de agarose e 5,0 yL de
brometo de etidio em 100 mL de TBE. A corrida foi feita a 99V, durante 50 minutos.

4.7 Purificagdo de DNA e caracterizagdo molecular
Os fragmentos resultantes das reacfes de PCR foram purificados por kit

comercial QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen™, Estados Unidos da América), segundo
as recomendacgdes do fabricante, e submetidos a sequenciamento, utilizando-se o
DYEnamic®ET dye terminator Cycle Sequencing Kit (MegaBACE™, Estados Unidos
da América). As reagfes de sequenciamento foram realizadas em duplicata e nas
duas direcdes.

A determinacédo da sequéncia-consenso foi realizada com o uso do programa
computacional CodonCode Aligner v.1.5.2. (CodonCode Corp. Dedham™). Somente
consideraram-se nucleotideos com valores de qualidade de sequenciamento maior
ou igual a 20. Apdés determinacdo da sequéncia-consenso dos fragmentos
amplificados por PCR, as mesmas foram alinhadas com o auxilio dos programas
CLUSTAL_X (THOMPSON et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL,
1999), tomando-se como base sequéncias homodlogas disponiveis no GenBank.

4.8 Anédlise estatistica
O ELISA de captura e a nested-PCR foram comparados a microscopia, a qual

inicialmente foi adotada como padrdo-ouro. Para evitar uma interpretacao
tendenciosa, a leitura das laminas coradas por Kinyoun foi realizada antes das
demais técnicas.

A discordancia e o grau de concordancia entre os métodos de diagndsticos
foram calculados pelo teste de McNemar e pelo coeficiente Kappa, respectivamente,
utilizando o programa computacional Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007). Para a
classificagdo do coeficiente Kappa adotou-se os seguintes intervalos: 0 a 0,19
(concordancia pobre); 0,20 a 0,39 (concordancia razoavel); 0,40 a 0,59
(concordancia moderada); 0,60 a 0,79 (concordancia substancial), e 0,80 a 1,00
(concordéancia quase perfeita) (LANDIS; KOCH, 1977).
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Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo da nested-PCR e do ELISA de captura foram calculados por meio do
programa computacional GraphPad Prism 5.0.

Para estimar a taxa de eliminagdo de oocistos de Cryptosporidium spp. na
populacdo de gatos domiciliados no municipio em questdo, apenas amostras
positivas em pelo menos dois métodos de diagnéstico foram consideradas. Adotou-
se a seguinte formula matematica, na qual p é a prevaléncia amostral, n € o
tamanho amostral, z é relativo a uma distribuicdo normal com intervalo de confianca
de 95%.

P(1—P)
n

IC95% =P+ Z

A associacao entre a intensidade de densidade Optica obtida por ELISA de
captura e a amplificacao por nested-PCR foi verificada por Teste Exato de Fisher. Os
dados da densidade Optica foram categorizados como negativo (<0,079), fraco
positivo (0,080 — 0,105) e forte positivo (>0,105).

Os dados foram tabulados por meio do programa computacional Microsoft
Office Excel 2010 para realizacdo da analise estatistica descritiva de distribuicdo das

amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Populacéo de estudo e composicao das amostras
Para conseguir o tamanho amostral minimo (n=138), precisamos cadastrar

612 proprietarios de 2.290 gatos. Em média, colheram-se amostras de trés, variando
de dois a cinco gatos, dentre as 55 residéncias investigadas. A taxa de recusa de
adeséao a pesquisa foi de 91%.

As principais justificativas da elevada taxa de recusa foram o
desconhecimento do local onde o gato defeca; a indisponibilidade de tempo; a
repulsa pelo procedimento de colheita das fezes, e 0 desinteresse pela pesquisa.
Notamos, também, que ao citarmos que 0s enderecos haviam sido sorteados a partir
de dados cadastrados pelo CCZ, alguns proprietarios tiveram receio de que 0s
animais positivos pudessem ser eutanasiados, ainda que explicAssemos que este
ndo era o objetivo da pesquisa. Aracatuba é cidade endémica para leishmaniose
visceral canina e o CCZ é o 6rgao responsavel pelo diagndstico sorolégico e pela
eutanasia compulsoria de cées soropositivos, obedecendo as normas de controle
desta enfermidade vigentes no pais (BRASIL, 2003). Outra possivel explicagcdo para
esta elevada taxa de recusa seria viés do contato telefénico, uma via de
comunicacdo que costuma transmitir menor credibilidade, quando comparada a
forma presencial. Contudo, essa ferramenta foi a mais exequivel para a obtencéo
das amostras, devido a dimensao geografica da cidade.

E recomendavel a colheita de uma Gnica amostra por residéncia, visando ao
controle de variaveis ambientais e de manejo sanitario e animal (De TORRES et al.,
2009). Entretanto, foi necessario cadastrar 40% da populacdo felina do municipio
para a obtencéo do tamanho amostral minimo para um estudo de prevaléncia. O uso
daquele método de amostragem seria impraticavel devido a elevada taxa de recusa
dos proprietarios. Além disso, 37/55 (67%) dos proprietarios afirmaram que seus
gatos tinham acesso a ruas, e iSso é uma pratica comum em municipios do interior
do Estado de S&o Paulo. Por esse motivo, a colheita de amostras de mais de um
gato por residéncia deixa de ser um viés amostral, mas uma representacdo da

realidade do municipio, ou seja, os gatos domiciliados podem ter acesso a um
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ambiente contaminado em peridomicilio ou em vias publicas, tornando o desafio
ambiental da regido em que se encontra a unidade amostral tdo importante quanto o

ambiente peridomiciliar.

5.2 Comparacdao entre os métodos de diagndstico
N&o houve discordancia entre 0 ensaio imunoenzimatico e a microscopia

(p=1,0000) nem entre a nested-PCR e a microscopia (p=0,1094). Entretanto, o grau
de concordéncia variou de substancial (kappa=0,7948) a moderado (kappa=0,4647),

respectivamente, entre as técnicas, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacdo entre as técnicas de ELISA de captura e nested-PCR em
relagdo a andlise morfolégica por microscopia utilizando a técnica de
centrifugo-flutuacdo em &gua-éter seguida de coloracdo por Kinyoun
modificada (padrdo-ouro) na deteccdo de oocistos de Cryptosporidium
spp. em fezes de gatos.

Arni Kinyoun
Tecnicas iti e . McNemar Kappa
Positivo Negativo

ELISA

Positivo 11 3 )

Negativo 2 122 1,0000 0,7948
Nested-PCR

Posm\_/o 5 2 01094 0.4647%

NegathO 8 123

*Concordancia substancial; **concordancia moderada.

Entre as trés amostras positivas por ELISA de captura e negativas por
microscopia, duas (66,7%) tiveram o diagnostico confirmado por nested-PCR, o que
representa 29% das amostras sequenciadas.

O ELISA de captura e a nested-PCR apresentaram especificidades
semelhantes; entretanto, a técnica molecular foi pouco sensivel (Quadro 2). Ainda
assim, a interpretacdo da especificidade do ensaio imunoenzimatico utilizado nesta
pesquisa deve ser feita com cautela. Entre as trés amostras positivas por ELISA de

captura e negativas por analise morfolégica por microscopia, duas (66,7%) tiveram
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diagnostico confirmado por nested-PCR, o que representa 29% das amostras
sequenciadas. Por isso, ndo ha indicios de que tenha havido reagdo inespecifica
entre antigeno da amostra e anticorpo monoclonal contido no kit comercial de ELISA
de captura, mas a auséncia de deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. por

microscopia.

Quadro 2. Sensibilidade, especificidade e valores preditivo positivo (VPP) e negativo
(VPN) do ELISA de captura e da nested-PCR comparados a andlise
morfologica por microscopia utilizando a técnica de centrifugo-flutuagéo em
agua-éter seguida de coloracdo por Kinyoun modificada (padrdo-ouro)
usados na deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de
gatos (IC95%).

Parametros ELISA de captura Nested-PCR
Sensibilidade 84,6% (54,6 - 98,1) 38,5% (13,9 - 68,4)
Especificidade 97,6% (93,2 - 99,5) 98,4% (94,3 - 99,8)
VPP 78,6% (49,2 - 95,3) 71,4% (29,0 - 96,3)
VPN 98,4% (94,3 - 99,8) 93,9% (88,3 - 97,3)

O presente estudo sugere que o kit comercial de ELISA de captura utilizado
seja mais sensivel do que a andlise morfolégica por microscopia, ainda que nao
tenha havido discordancia entre estes métodos (p=1,0000).

Houve amplificacdo de DNA em apenas cinco (38,5%) das 13 amostras
positivas por microscopia. Nao houve amplificacdo de DNA em nenhuma amostra
positiva por Kinyoun e negativa no ELISA de captura nem em amostras que tenham
sido negativas por microscopia e ensaio imunoenzimatico, o que confirma a elevada
especificidade da nested-PCR.

A dificuldade na amplificacdo da subunidade 18S do RNA ribossémico por
nested-PCR esta de acordo com outros trabalhos da literatura (HUBER et al., 2007;
THOMAZ et al., 2007). Isso nao indica que a técnica molecular seja mais especifica
do que as demais utilizadas neste estudo, mas, sim, menos sensivel. Essa hip6tese
é reforcada pela concordancia substancial do ensaio imunoenzimético em contraste
com a concordancia moderada da nested-PCR, quando comparada a microscopia.

A baixa sensibilidade da nested-PCR pode ter ocorrido devido a presenca de

inibidores nas fezes, tais como complexos polissacarideos, sais de bile, lipideos e
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uratos ja descritos na literatura (SCHRADER et al.,, 2012). Adicionalmente,
verificamos uma associacdo entre a intensidade da densidade Optica e a
amplificacdo por nested-PCR (p<0,0001), havendo maior numero de amplificacdo
entre amostras que obtiveram densidade Optica superior a 0,105, classificada como

fortemente reagente (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo da intensidade da densidade Optica para deteccdo de
antigenos, segundo a amplificacdo por nested-PCR para deteccao de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de gatos.

Densidade Nested-PCR .
L . — p-valor
optica Negativo Positivo

<0,079 124 0
0,080 a 0,105 4 1 <0,0001
>0,105 3 6
Total 131 7

*Teste Exato de Fisher (p<0,05)

A densidade 6ptica pode representar indiretamente a quantidade de oocistos
presentes nas fezes devido a ligacdo antigeno-anticorpo e ao complexo enzimatico.
Essa baixa quantidade de oocistos foi confirmada por microscopia. Na maioria das
amostras, observaram-se de um a cinco oocistos por lamina (Figura 1). A baixa
eliminacdo de Cryptosporidium spp. em gatos ja foi constada em outros estudos
(HUBER et al., 2007; COELHO et al., 2009). Isso também explica a dificuldade de

amplificacéo por nested-PCR.
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Figura 1. Aspecto microscopico de esfregaco de fezes obtido por
técnica de centrifugo-flutuacdo em agua-éter seguida
de coloracdo de Kinyoun modificada e observado ao
microscépio Optico com objetiva de 40x e 6leo de
imersdo. Notar oocisto de Cryptosporidium spp.
apontado pela seta.
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5.3 Ocorréncia de Cryptosporidium spp.
Oocistos de Cryptosporidium spp. foram detectados por pelo menos dois

métodos de diagndstico em 9,4% das amostras de fezes examinadas. Seis amostras
foram positivas somente por ELISA de captura e por analise morfologica por
microscopia utilizando a técnica de centrifugo-flutuacdo em agua-éter seguida de
coloracdo por Kinyoun modificado (microscopia); duas amostras foram positivas
somente por ELISA de captura e nested-PCR, e cinco amostras foram positivas em
todos os métodos de diagndstico utilizados. Com intervalo de confianca de 95%, a
estimativa da taxa de eliminacdo de oocistos pela populacdo de gatos domiciliados
na zona urbana do municipio variou entre 4,5% e 14,3%. Todos os isolados
sequenciados apresentaram 100% de similaridade com C. felis, referéncia
AF.112575.1 do GenBank (XIAO et al., 1999b), conforme ilustrado na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo da amostragem, niamero de amostras de fezes de gatos
positivas para Cryptosporidium spp. em pelo menos dois métodos de
diagnéstico (ELISA de captura; andlise morfolégica por microscopia
utilizando técnica de centrifugo flutuacdo em agua-éter seguida de
coloracdo de Kinyoun modificada, e nested-PCR) e numero de isolados
caracterizados, segundo idade e sexo.

Variavel Amostragem (%) Positivas (%) Caracterizadas (%)

Idade (meses)

Até 12 72 (52,2) 8(11,1) 3(4,2)

12a 84 56 (40,6) 5(8,9) 4 (7,1)
Acima de 84 10 (7,2) - -

Sexo

Macho 57 (41,3) 6 (10,5) 4 (7,0)
Fémea 81 (58,7) 7 (8,6) 3(3,7)

*As sete amostras amplificadas tiveram 100% de similaridade ao C. felis, referéncia AF.112575.1 do
GenBank (XIAO et al., 1999b)
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A maior taxa de prevaléncia entre gatos jovens obtida em nosso trabalho é
semelhante aos de outros estudos que visaram a investigacdo de fatores de risco de
infeccdo (RAMBOZZI et al., 2007; BALLWEBER et al., 2009). Houve maior taxa de
eliminacdo de oocistos em felinos abaixo de um ano de idade, estando de acordo
com outros estudos conduzidos na Italia (RAMBOZZI et al., 2007) e nos Estados
Unidos da América (BALLWEBER et al., 2009). Nossos resultados discordam dos
achados de McReynolds et al. (1999), que verificaram que felinos com mais de 10
anos de idade tinham quatro vezes mais chance de se infectar pelo protozoario
quando comparados a filhotes abaixo de um ano de idade. Entretanto, apenas
10/138 (7,2%) dos gatos examinados em nosso estudo tinham mais de 10 anos de
idade, o que poderia subestimar a prevaléncia nesta faixa etaria, impossibilitando a
comparacao com os achados de McReynolds et al. (1999).

A maior ocorréncia de criptosporidiose em felinos jovens ou idosos pode estar
relacionada a uma deficiéncia no sistema imune, frequente nesses grupos etarios. A
imunossupressao em felinos pode ser um fator predisponente a doenca, segundo
Oliveira Lemos et al. (2012), que detectaram liberacdo de oocistos em 8,3% de
amostras fecais, dentre as quais, 80% dos animais eram positivos para FIV e FeLV
por sorologia.

A prevaléncia amostral e o intervalo de confianga encontrados nesta
investigacdo estdo de acordo com outros estudos conduzidos no Brasil, cuja
ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. varia de 1,4% a 14,4% em amostras
fecais avaliadas por microscopia utilizando as técnicas de centrifugo-flutuacdo em
solucdo saturada de sacarose ou por coloracdo de verde malaquita ou de Ziehl-
Neelsen (GENNARI et al., 1999; HUBER; BOMFIM; GOMES, 2002; RAGOZO et al.,
2002; FUNADA et al., 2007; COELHO et al., 2009; PEREIRA; FERREIRA, 2012;
PIVOTO et al.,, 2013). Ha relato de uma prevaléncia amostral de 30% neste
hospedeiro no pais (HUBER et al., 2007). Entretanto, as fezes examinadas por
microscopia utilizando a técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo saturada de
sacarose foram colhidas de gatos mantidos em um Unico abrigo, 0 que néao
representa adequadamente a prevaléncia da enfermidade em uma populacdo. Neste

caso, € provavel que naquele ambiente houvesse maior contaminacdo ambiental, o
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que justificaria este achado discrepante em relacdo aos demais estudos conduzidos
no Brasil.

A ocorréncia exclusivamente de C. felis em amostras fecais de gatos esta de
acordo com outros estudos realizados no pais (HUBER et al., 2007; THOMAZ et al.,
2007), o que confere um risco a Saude Publica. Embora os humanos sejam
parasitados principalmente por C. hominis e C. parvum, a ocorréncia de infeccbes

por C. meleagridis, C. canis e C. felis também ja foi descrita (FENG et al., 2009).
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6. CONCLUSAO

Concluimos que andlise morfologica utilizando a técnica de centrifugo-
flutuacdo em agua-éter seguida de coloracdo de Kinyoun modificada (microscopia),
por se tratar de uma técnica simples e de baixo custo, pode ser utilizada no
diagnéstico da criptosporidiose em amostras fecais de gatos na rotina do
atendimento de clinicas médicas veterinarias. Entretanto, € recomendavel a
utilizacéo do ELISA de captura na rotina laboratorial visando ao diagnostico em larga
escala populacional, por ter sido mais sensivel do que as demais. A microscopia
pode ser usada para triagem de amostras fecais de gatos destinadas a nested-PCR,
embora o ensaio imunoenzimatico seja mais recomendavel, quando o objetivo é
realizar o sequenciamento genético seguido de caracterizacdo molecular. A nested-
PCR é menos sensivel do que as demais técnicas empregadas neste estudo devido
a baixa carga parasitaria de C. felis. A prevaléncia amostral encontrada em nosso
estudo sugere que os gatos domiciliados possam contribuir para a contaminacao
ambiental de um municipio, ainda que o C. felis ndo seja o principal agente

etiol6gico da criptosporidiose em seres humanos.
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