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OCORRENCIA DE Cryptosporidium spp. EM CRIANGAS E SEUS
RESPECTIVOS CAES E GATOS DE ESTIMACAO NO MUNICIiPIO DE
ANDRADINA, SP.

RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de Cryptosporidium
Spp. em criangas e seus respectivos caes e gatos de estimacéo residentes no
Municipio de Andradina, SP, por meio do Teste de Imunoadsor¢cdo Enzimatica
(ELISA). Durante o periodo de janeiro a agosto de 2009, foram analisadas 188
amostras fecais de criangas, bem como de seus respectivos caes e gatos de
estimacao para pesquisa de Cryptosporidium spp. O teste quiquadrado (xz) foi
utilizado para verificar a associacéo entre as variaveis: sexo, idade, raca e
consisténcia fecal, com nivel de significancia de 5%. Pelo ELISA foi detectado
Cryptosporidium spp. em em amostras fecais de 2,1% (4/188) das criangas
com idade inferior a sete anos. Entre os animais examinados, 6,8% (9/132) dos
cides e 54% (3/56) felinos apresentaram amostras positivas para este
coccideo. Tanto nas criangas como nos animais nao houve influencia do sexo e
da idade na detecgéo do Cryptosporidium spp. sendo que nestes ultimos a raca
também n&o influenciou (P> 0,05). Neste trabalho foi evidenciada uma baixa
ocorréncia deste parasito nas criangas, assim s6 sera possivel determinar com
precisdo a relacado entre a infecgdo das criangas com dos animais, com a

posterior caracterizagdo molecular deste protozoario.

Palavras chave: Parasitologia, ELISA, Felinos, Protozoarios, Saude Publica.



OCCURRENCE OF Cryptosporidium spp. IN CHILDREN AND
THEIR DOGS AND CATS PETS

SUMMARY - The objective this study was to evaluate the occurrence of
Cryptosporidium spp. in children and their dogs and pet cats in the city of
Andradina, SP. through Test-linked immunosorbent assay (ELISA), during the
period from January to August 2009, we analyzed 188 fecal samples from
children, as well as their dogs and pet cats for detection of Cryptosporidium
spp. The chi-square test (x2) was used to verify the association between
gender, age, race and fecal consistency, with a significance level of 5%. Using
ELISA was detected Cryptosporidium spp. in stool samples in 2.1% (4/188) of
children under the age of seven years. Among the animals examined, 6.8%
(9/132) of dogs and 5.4% (3/56) cats had positive samples for this coccidium.
Both children and animals there was no influence of sex and age on the
detection of Cryptosporidium spp. being that in these last race did not influence
(P> 0.05). This study demonstrated a low occurrence of this parasite in children,
so only you can accurately determine the relationship between the infection of

children with the animal with the molecular characterization of this parasite.

Keywords: Parasitology, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Felines,

Protozoa, Public Health.



CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES GERAIS

Importancia e aspectos zoonoéticos

Protozoarios do género Cryptosporidium sa&o agentes parasitarios
obrigatorios que parasitam as células intestinais e do trato respiratério, sédo
cosmopolitas e infectam cerca de 170 espécies de animais (FAYER et al.,
2000).

Animais de estimac¢do sdo cada vez mais considerados um membro da
familia, eles contribuem com o desenvolvimento fisico, social e emocional das
criancas e também com o bem-estar de seus proprietarios (OVERGAAUW et
al., 2009).

Porém, além destes beneficios, caes e gatos representam potenciais
perigos para a saude, uma vez que podem atuar como disseminadores de
formas evolutivas parasitarias no ambiente, levando a diversas infecgbes que
podem ser transmitidas para as pessoas, como a criptosporidiose (RAWLINS e
BABOOLAL,1996; COELHO et al., 2009; OVERGAAW et al., 2009).

Algumas doencgas infecciosas estao intimamente ligadas as favelas
urbanas, tais como a superlotagcdo e o alto nivel de contaminagédo ambiental
por fezes humanas e de animais. Assim, a criptosporidiose pode ocasionar
diarréia crénica nas criancas e em pacientes com SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), resultando em aumento da morbidade e
mortalidade em ambas as popula¢cdes (RACCURT et al., 2006, CAMA et al.,
2007, THOMPSON et al. 2008., CHALMERS e DAVIES, 2009).

O reconhecimento do Cryptosporidium spp. como um importante
patégeno pela Organizacdo Mundial da Saude pbés em relevo o impacto da
infeccdo por este parasito. Suas implicagdes na saude da crianga em termos
de nutricdo e desenvolvimento, a continuagdo da epidemia de infecgao pelo
HIV e ao aumento do numero de individuos imunossuprimidos, juntamente com
as limitadas opgbes de tratamento, vém mantendo este parasito em lugar de
destaque (CHALMERS e DAVIES, 2009).



O Cryptosporidium spp € um enteroparasito comumente encontrado nas
fezes de animais domésticos e no ambiente, estando amplamente difundido em
gatos e céaes, representando um importante risco a saude publica,
principalmente em se tratando de animais e humanos jovens ou
imunossuprimidos, sendo considerada uma moléstia de grande importancia
socioeconémica mundial (CASTRO-HERMIDA et al., 2008; JEX et al., 2008;
PALMER et al., 2008; THOMPSON et al., 2008).

Felinos errantes podem ser reservatorios de endoparasitos, uma vez
que, raramente sdo adotadas medidas terapéuticas ou profilaticas contra os
mesmos. Devido aos seus habitos e comportamentos caracteristicos, gatos
podem atuar como disseminadores de formas evolutivas parasitarias no meio
ambiente, expondo humanos e outras espécies de animais a uma importante
fonte de infeccao (SOMMERFELT et al., 2006; COELHO et al., 2009).

Apesar dos caes serem aparentemente mais resistentes a infecgéo
criptosporidica natural, assim como os gatos, eles podem representar uma
potencial fonte de infeccdo humana (ROBINSON e PUGH, 2002; XIAO et al.,
2007, CHALMERS e DAVIES et al., 2009).

Hospedeiros de todas as idades séo afetados, mas em geral, nos jovens
a infeccdo e eliminacdo de oocistos € mais freqiente e em animais
imunocompetentes, a infecgcdo assume carater auto-limitante. Em adultos, o
estresse pode induzir queda na resisténcia acarretando no hospedeiro a
infeccdo subclinica cronica (THOMPSON et al., 2007; XIAO et al., 2008).

Entre os endoparasitas em pequenos animais, prevalece o encontro de
Cryptosporidium e Giardia (PALMER et al., 2008). Assim, a utilizacdo de
ferramentas moleculares em investigacdes epidemiologicas tem proporcionado
novas perspectivas sobre a diversidade de Cryptosporidium spp. capazes de
infectar humanos e animais (XIAO et al., 2004), auxiliando na compreensé&o do

papel zoonaotico e antropondtico deste parasita (BAJER, 2008).



INTRODUCAO

1 Criptosporidiose Humana

1.2 Histoérico

Em 1976, ocorreu o primeiro relato de dois casos de criptosporidiose em
humanos que tinham seu sistema imunolégico comprometido (MEISEL et al.,
1976; NIME et al., 1976). Porém, somente seis anos mais tarde é que houve
um interesse significativo na cripitoporidiose humana apdés um relatério do
Centro de Controle de Doencgas da Unido Européia, em que 21 homens em
seis cidades, todos com SIDA, apresentaram criptosporidiose simultaneamente
(GOLDFARSB et al., 1982). (colocar as cidades)

1. 3 Etiologia

A maioria das espécies de Cryptosporidium spp. parece ter alguma
especificidade ao hospedeiro, mas nao séo estritamente hospedeiro-especifico.
O Cryptosporidium parvum ja foi identificado em ratos, bovinos, cavalos e seres
humanos. Outros, incluindo Cryptosporidium baileyi, Cryptosporidium canis,
Cryptosporidium felis, Cryptosporidium meleagridis e Cryptosporidium muris,
uma vez considerados especificos de frangos, caes, gatos, perus e ratos
respectivamente, todos ja foram encontrados infectando pessoas e, portanto,
devem ser considerados zoonéticos (GUYOT et al., 2001; PEDRAZA-DIAZ et
al., 2001; XIAO et al., 2001; CACCIO et al., 2002).

Blanco et al. (2009), por meio da técnica de PCR-RFLP (Reacdo em
Cadeia da Polimerase com Polimorfismo dos Fragmentos de Restricdo de
Comprimento), analisaram amostras fecais de 185 pacientes na Guiné
Equatorial e encontram 18,9% (35/185) de positividade incluindo C. parvum
(52,9%), Cryptosporidium hominis (44,1%) e C.meleagridis (2,9%), sendo que

mais de 90% das espécies foram isolados de pacientes HIV - positivos.



1. 4 Epidemiologia

Inquéritos soroldgicos realizados no Brasil mostraram a presenca de
anticorpos contra Cryptosporidium em um grande numero de criangas que
vivem em favelas da regido nordeste de Fortaleza, estado do Ceara e também
em individuos sem comprometimento gastrintestinal que vivem no estado de
Séao Paulo. Neste ultimo estudo, a freqliéncia de anticorpos para este coccideo
variou de 10% a 80%, de acordo com a idade do grupo pesquisado (COX et al.
2005).

A populagéo infantil corresponde ao grupo mais exposto devido ao
habito de brincar em contato com o solo e aos disturbios de perversdo do
apetite como a geofagia (CAPUANO et al., 2006).

Mascarini e Donalisio (2006) examinaram amostras fecais de 379
criangas em 2002 e 397 em 2003, nas creches de Botucatu, SP, por meio dos
exames de Faust, Lutz e Ziehl-Neelsen modificado onde, a ocorréncia de
Cryptosporidium sp. foi de 15,5% (2002) e 3,7% (2003), respectivamente.

Ao analisar amostras fecais de viajantes norte-americanos no México
entre os anos de 2005 a 2007, por meio das técnicas de PCR e ELISA, Nair et
al. (2008) observaram uma positividade de 6% com encontro das espécies C.
hominis e C. parvum.

Apesar dos genotipos supracitados serem os principais responsaveis
pela criptosporidiose humana, pelo menos oito das vinte espécies infectantes ja
foram detectadas em pessoas, incluindo o C. felis e o C. canis (ROBINSON et
al., 2008). Em recentes estudos epidemiologicos, a caracterizagdo molecular
tem esclarecido aspectos em relagédo a transmissao desta zoonose (BAKER et
al., 2009).

Yilmaz et al. (2008) analisaram amostras fecais de 2000 criangas na
Turquia por meio da técnica de imunoadsorgéo enzimatica e encontraram uma
positividade de 4,9% (97/2000).

Nascimento et al. (2009) utilizando a técnica de Ziehl-Neelsen

modificada, precedida pela técnica de sedimentacdo espontanea, analisaram



amostras fecais de criangas de uma creche em Varzea, Recife, onde 32,4%
(59/182) foram positivas para Cryptosporidium spp. sendo este o parasito mais
prevalente e a faixa etaria entre trés a cinco anos de idade a mais acometida
com 54,2% (99 /182).

1. 5 Sinais clinicos

O curso clinico e gravidade da infeccdo podem variar consideravelmente
de pessoa para pessoa, dependendo em grande parte do estado imunolégico
do hospedeiro, porém infec¢cdes assintomaticas ja foram relatadas. O sintoma
mais notavel em pessoas imunologicamente saudaveis é a diarréia, geralmente
volumosa e aquosa, podendo ocorrer formag¢do de muco, porém a presencga de
sangue é rara. Desconforto abdominal, anorexia, nausea, vomito, perda de
peso, febre, fadiga e problemas respiratérios podem acompanhar a diarréia.
Em estudo com 50 pessoas imunologicamente saudaveis, a duracédo média da
doenca foi de 12 dias, variando de 2-26 dias (JOKIPII e JOKIPII, 1986).

A diarréia aguda e desidratagdo sao as principais causas da mortalidade
infantil, causando cerca de 3,3 milhdes de mortes anuais, em uma escala
global (BERN et al 1992). No Brasil, até 17% dos casos de gastroenterite
infantil estdo associados a criptosporidiose (MANGINI et al., 1992; GENNARI-
CARDOSO et al., 1996). Esta enfermidade é a principal causa de diarréia em
criangas nos paises em desenvolvimento (DILLINGHAM et al., 2002; KHAN et
al., 2004). Este sintoma causado pelo Cryptosporidium spp pode ser grave e
cronico em individuos imunocomprometidos, como pacientes com SIDA,
transplantados ou gravemente desnutridos, podendo neste caso ser fatal
(ORLANDI et al., 2001).

Em um hospital pediatrico no Rio de Janeiro — RJ, Costa et al. (2007)
observaram uma frequéncia de Cryptosporidium em 9,3% (18/193) das

criangas internadas sendo que todas elas tinham desidratacdo e gastroenterite.



1.6 Diagnéstico

Conforme Jelinek et al. (1997) em exames realizados em 978 aliquotas
de fezes de humanos, o teste de imunoadsorgcao enzimatica apresentou maior
sensibilidade (64%) que a microscopia (58%).

Katanik et al. (2001) verificaram por meio de kits comerciais, que a
especificidade da ColorPAC® imunoensaio de  Cryptosporidium para o
ProSpect assay® foram de 99,5% e 98,6%, respectivamente. Em analise de
246 amostras de fezes humanas, o teste Immuno Card STAT® apresentou
menor sensibilidade (68%) que o kit Prospect Cryptosporidium (70%) e a
Técnica de Kinyoun (78%) de acordo com (JOHNSTON et al., 2003).

Marques et al. (2005) comparam as técnicas de ELISA e Ziehl-Neelsen,
para diagnostico de Cryptosporidium em 94 amostras fecais de pacientes HIV
positivos e encontram 100% e 96% de especificidade respectivamente,
provado ser o ELISA mais eficaz que o Ziehl-Neelsen.

Na Polbnia o método predominante para a detec¢ao de Cryptosporidium
tanto em amostras fecais de humanos como de animais s&o baseados na
microscopia e coloragao por Ziehl-Neelsen, porém técnicas recentes como a
utilizacdo do método de ELISA vem sendo usada para a deteccdo deste
coccideo (BAJER 2008).

Embora as técnicas fenotipicas tenham grandes limitagcbes no
diagnoéstico especifico da criptosporidiose, avangcos no desenvolvimento de
ferramentas analiticas e moleculares de diagnostico deste protozoario tém sido
obtidos (JEX et al., 2008).

1. 7 Tratamento

Nos ultimos anos, a nitazoxanida foi licenciada nos Estados Unidos para
o tratamento da criptosporidiose em criangas imunocompetentes e adultos,
tornando-se o primeiro medicamento aprovado para tratar esta doenca.

Recentes estudos tém aventado a possibilidade do tratamento eficaz da



criptosporidiose com o uso da Nitaxozanida, incluindo os pacientes HIV
positivos, obtendo assim a cura parasitolégica (CIMERMAM 2006).

Ha necessidade da adog¢dao de um tratamento altamente eficaz para a
criptosporidiose em pacientes imunodeprimidos, mas a eficacia destas drogas
nesta classe de pacientes ainda ndo mostrou eficacia desejada. Novos
medicamentos potencialmente promissores no tratamento da criptosporidiose
ja foram identificados como Paromomicina e Pamoato pirvinio (ROSSIGNOL

2009). Esta no artigo de medicacgéao

2 Criptosporidiose canina

2.1 Historico

Na espécie canina, a primeira evidéncia de Cryptosporidium spp. foi
registrada em 1981 por Tzipori e Campbell e a associacdo do agente com o
processo da doencga foi descrito por Wilson e Holscher em 1983. A partir dai
formas clinicas e subclinicas foram relatadas em diversos paises (GREENE et
al., 1990; EI-AHRAF et al., 1991; PONCE DE LEON et al., 1994).

2. 2 Etiologia

Recentes estudos em cées tém elucidado que estes animais parecem
ser quase que exclusivamente infectados pelo C. canis (XIAO et al., 2007;
PALMER et al., 2008; THOMPSON et al., 2008).

Thomaz et al. (2007) realizaram caracterizagcdo molecular de nove
amostras fecais de cées positivas para Cryptosporidium no estado de S&o

Paulo e todas elas foram compativeis com C. canis.



2. 3 Epidemiologia

Embora a infec¢ao por Cryptospordium seja comum, a maioria dos caes

e gatos permanecem assintomaticos e a manifestagcdo clinica da doenca

geralmente ocorre em animais jovens onde, os efeitos da superlotagcdo em

canis, desmame precoce, deficiéncias nutricionais, pode causar estresse e

exacerbar os efeitos da infecgdo como diarréia aguda e problemas no intestino
delgado (THOMPSON et al., 2008).

Inimeros autores tém relatado a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em

caes como pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1. Ocorréncia de Cryptosporidium spp em caes descritos por varios

autores em diversos paises.

Autor (es) Ano | Técnica Local de estudo Positividade

Ragozo et al., 2002 | F. sacarose Sao Paulo e | 1,45% (2/138)
Guarulhos

Abe et al., 2002 | PCR Osaka, Japao 9,3% (13/140)

Figueiredo et al., | 2004 | ELISA Lavras e 1,85% (5/269)
Vicosa, MG

Lallo et al., 2006 | Micro e PCR | Sédo Paulo, SP 9,5% (43/450)

Hamnes 2007 | C.F Noruega 44,1%(128/290)

Funada et al., 2007 |C.SeC.F Sao Paulo, SP 2,4%

Finne et al., 2007 | ELISA Helsinki (Finlandia) | 5% (7/150)

Almeida et al., 2008 | Ritchie e ZN Campos dos | 12,12% (4/33)
Goytacazes, RJ

Fernandes et al., | 2008 | C.F e ZN Rio de Janeiro, RJ | 94,44% (17/18)

Katagir et al., 2008 | ZN modificada | Sdo Paulo 3,1% (8/254)

Ballweber 2009 | C.S Mississippi e | 12% (30/250)
Alabama

Balassiano et al., | 2009 | C.FeC.S Rio de Janeiro, RJ 26,2% (131/500)

C.F= Centrifugo Flutuagao; ZN= Ziehl-Neelsen; C.S= Centrifugo Sedimentacéo;
Micro= Microscopia de luz; F. sacarose= Flutuagdo em solugcédo de sacarose



2. 4 Sinais Clinicos

Nos cédes as manifestagdes clinicas da infecgédo por Criptosporidium spp.
sdo diarréia, anorexia, perda de peso e irritabilidade, sendo que em animais
imunocomprometidos a diarréia pode ser fatal (CAUSAPE et al., 1996;
THOMPSON et al., 2008)

2. 5 Diagnostico

Na cidade de Osaka no Japao, foi verificada positividade para C. canis
em 9,3% (13/140) dos soros analisados por meio da PCR, provando ser esta a
técnica de eleigdo para o diagnostico e epidemiologia molecular (ABE et al.,
2002).

Lallo et al. (2006) compararam as técnicas de microscopia de luz e PCR
a fim de verificar a prevaléncia de Cryptosporidium em amostras fecais de caes
e observaram que a técnica de PCR foi mais eficaz que a coloragao.

Bresciani et al. (2008) demonstraram que o teste de ELISA (Kit
Cryptosporidium teste da TechLab) é mais sensivel que as técnicas de Kinyoun
e Sheather na deteccao da infecgédo pelo Cryptosporidium spp. em céaes.

O diagnostico e a caracterizacdo genética das diferentes espécies e
variantes da populacdo (geralmente reconhecida como “gendétipo” ou
“subgenotipos”) de Cryptosporidium é fundamental para a prevencéo, vigilancia

e controle da criptosporidiose (JEX et al., 2008).

2. 6 Tratamento

Segundo Armsom et al. (2003) as drogas existentes tem demonstrado

limitada ou nenhuma eficacia no tratamento contra criptoporidiose em cées.



O Pamoato pirvinium tem sido usado como tratamento anti-protozoario
por quatro décadas € seguro e bem tolerado quando usado em doses unicas
por longos periodos como € exigido para o tratamento da criptosporidiose em
imunocomprometidos. Algumas drogas incluindo sulfadoxina-pirimetamina,
quinacrina, bleomicina, trimetropim-sulfametoxazole, pentamidina e elliptinium
ja foram testadas em animais e nao mostraram eficacia quanto a diminuigédo da
carga parasitaria (ROSSIGNOL, 2009).

3 Criptosporidiose felina

3. 1 Historico

Particularmente nesta espécie animal, esta enfermidade foi verificada
pela primeira vez no Japéo (ISEKI, 1979). Para a confirmagéo do potencial
zoondético entre humanos e gatos realizou-se uma infeccao experimental, em
que um in6culo de oocistos de Criptosporidium de origem humana foi
administrado a um felino de seis anos de idade. A transmissao também se
confirmou mais tarde(no Brasil;,), quando o agente foi encontrado em uma
crianca de oito anos de idade que teve contato com um gato portador da
enfermidade (THOMAZ et al., 2007).

3. 2 Etiologia

Na Australia, Palmer et al. (2008) utilizando a técnica de PCR,
constataram a ocorréncia de 2,44% (26/1063) de amostras positivas para
Criptosporidium. Pela caracterizagdo molecular foi determinada exclusivamente
a presenca de C. felis nos gatos examinados (XIAO et al., 2007, PALMER et
al., 2008).

Estudo realizado por Thompson et al. (2008) mostraram que o C. felis
acomete mais comumente os gatos, podendo ser encontrado em outras
espécies de animais e em seres humanos (CAMA et al., 2007; THOMPSON et
al., 2008).



Os gatos sao hospedeiros de C. felis e podem rotineiramente

compartilhar suas infecgbes com pessoas saudaveis (BOWMAN et al., 2009).

3. 3 Epidemiologia

Pesquisadores em todo o mundo tém relatado a ocorréncia de
Cryptosporidium (FUNADA et al., 2007; PALUDO et al., 2007), evidenciando-se
em especial o papel dos felinos no ciclo e na disseminagdo deste agente
(ISHIZAKI et al., 2006; BRESCIANI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008).

Arai et al. (1990) encontraram uma positividade de 3,8% (23/608) de
Cryptosporidium em amostras fecais de gatos em Toquio no Japdo. Exames
post mortem realizados por Mtambo et al. (1991) revelaram que 8,1% (19/235)
dos gatos na area de Glasgow estavam infectados por este coccideo.

McGlade et al. (2003), constataram que a ocorréncia média em gatos, no
mundo €& de 12% para a infeccdo por Cryptosporidium, podendo sofrer
variagbes (NASH et al., 1993, apud TZANNES et al., 2008), que podem ser
explicadas pela diversidade de técnicas disponiveis para deteccdo destes
protozoarios (VASILOPULQOS et al., 2007), conforme Tabela 2.



Tabela 2 — Ocorréncia de Cryptosporidium em gatos, estudos realizados por

diversos autores em varios paises.

Autor (es) Ano Técnica Local de estudo Positividade
Gennari 1999 CFeC.S S3o0 Paulo, SP 14,44% (27/187)
Shinji et al., 2001 PCR Japéo 5,4% (2/37)
Bresciani et al., 2006 ELISA Aracatuba, SP 11% (8/73)
Fayer et al., 2006 Micro.e PCR Estados Unidos 44,4%(8/18)
Santin et al., 2006 PCR Bogota, Colémbia 13% (6/46)
Rambozzi et al., 2007 C.F Turim, Italia 24,5% (49/200)
Tzannes et al., 2007 ZN Reino Unido 1% (13/1335)
Coelho et al., 2009 V.M Andradina, SP 3,9% (2/51)
Palmer et al., 2008 PCR Australia 2,44% (26/1063)
Almeida et al., 2008 Ritchie e ZN Campos dos 27,2% (9/33)

Goytacazes, RJ

C.F= Centrifugo Flutuagao; ZN= Ziehl-Neelsen; C.S= Centrifugo Sedimentacéo;
Micro= Microscopia de luz; V.M = Verde malaquita

3. 4 Sinais clinicos

Apo6s a primeira descoberta de Cryptosporidium em gatos por Iseki, este

coccideo ja foi relatado em felinos assintomaticos ou com sinais clinicos como

diarréia persistente, anorexia, perda de peso e desidratagdo (LALLO, 1993;

FAYER et al., 2006; TZANNES et al., 2007).



Varios estudos tém sido realizados em fazendas a fim de se investigar a
prevaléncia deste enteroparasito, em fungdo da doencga clinica e das perdas de
produgéo, bem como o potencial zoono6tico da infeccao por Cryptosporidium em
animais como caes, ovelhas, porcos, cavalos, gato, gado entre outros (OLSON et
al. 1997; QUADROS et al. 2006).

3. 5 Diagnostico

Métodos microscépicos, imunolégicos e moleculares sao utilizados para
identificar espécies e gendtipos de Cryptosporidium. Embora o PCR seja
altamente sensivel e preciso, esta técnica possui algumas limitagdes; para a
aceitacdo deste método como ferramenta de diagnédstico de rotina, um método
padronizado de confianga de recuperacao de oocistos deve ser realizado
(FAYER et al, 2000).

Overgaauw et al. (2008) analisaram 60 amostras fecais de gatos por
meio das técnicas de microscopia, ELISA, PCR e encontram uma positividade
de 4,6% onde, o ELISA mostrou-se como o método mais eficaz para

diagnostico epidemiologico deste protozoario.

3. 6 Tratamento

Assim como nos caes ainda nado existe uma medicacdo curativa
especifica para felinos, porém o tratamento da cripitosporidiose nesta espécie
animal tem demonstrado resultados promissores com a utilizacdo de Tilozina,
Paramomicina e Azitromicina (ARMSON et al., 2003; LAPPIN, 2005).

Segundo Jex et al. (2008), atualmente nao existe nenhum esquema de

tratamento amplamente aplicavel para esta doenca nesta espécie animal.



OBJETIVO

Visto que ainda sdo escassas as informacgdes literarias a respeito da
deteccdo de infecgdes cruzadas por Cryptosporidium de animais e humanos
(ABE et al., 2002; GONCALVEZ et al., 2006; THOMPSON et al., 2008) que
interagem no mesmo ambiente e, levando-se em consideragdo que a
criptosporidiose pode ser uma zoonose re-emergente em nosso meio,
principalmente quando se trata de individuos muito jovens e imunossuprimidos,
esta pesquisa foi realizada com o objetivo de detectar a ocorréncia de
infeccbes cruzadas entre Cryptosporidium spp. de criangas e seus respectivos

caes e gatos de estimagao com utilizagao de técnica imunoldgica.
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Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em criangas e seus respectivos caes
e gatos de estimacao

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em criangas e seus
respectivos cées e gatos de estimacéo residentes no Municipio de Andradina,
SP.

METODOS: Durante o periodo de janeiro a agosto de 2009, foram analisadas
188 amostras fecais de criangas, bem como de seus respectivos caes e gatos
de estimacao para pesquisa de Cryptosporidium spp. por meio do Teste de
Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA). O teste quiquadrado (x?) foi utilizado para
verificar a associagao entre as variaveis: sexo, idade, raca e consisténcia fecal,
com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS: Pelo ELISA foi detectado Cryptosporidium spp. em amostras
fecais de 2,1% (4/188) das criancas com idade inferior a sete anos. Entre os
animais examinados, 6,8% (9/132) dos caes e 5,4% (3/56) dos gatos
apresentaram amostras positivas para este coccideo. Tanto nas criangas como
nos animais nao houve influencia do sexo e da idade na detecgdo do
Cryptosporidium spp. sendo que nestes ultimos a raca também n&o influenciou
(P> 0,05).

CONCLUSAO: Neste trabalho foi evidenciada uma baixa ocorréncia deste
parasito nas criangas, assim sO sera possivel determinar com precisédo a
relagdo entre a infecgéo das criangas com a dos animais com a caracterizagao

molecular deste protozoario.

Descritores: Parasitologia, ELISA, Felinos, Protozoarios, Saude Publica



Occurrence of Cryptosporidium spp. in children and their dog and cat
pets.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the occurrence of Cryptosporidium spp. in children
and their dogs and pet cats in the city of Andradina, SP.

METHODS: During the period from January to August 2009, we analyzed 188
fecal samples from children, as well as their dog and cat pets for detection of
Cryptosporidium spp. through Test-linked immunosorbent assay (ELISA). The
chi-square test (x2) was used to verify the association between gender, age,
breed and fecal consistency, with a significance level of 5%.

RESULTS: Using ELISA it was detected Cryptosporidium spp. in stool samples
in 2.1% (4/188) of children under the age of seven years. Among the animals
examined, 6.8% (9/132) of dogs and 5.4% (3/56) cats had positive samples for
this coccidium. In both children and animals there was no influence of sex and
age on the detection of Cryptosporidium spp. being that in these last breed did
not influence (P> 0.05).

CONCLUSION: This study demonstrated a low occurrence of this parasite in
children, so only you can accurately determine the relationship between the
infection of children with the animal with the molecular characterization of this

parasite.

Keywords: Parasitology, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Felines,

Protozoa, Public Health.



INTRODUCAO

Protozoarios do género Cryptosporidium sao enteroparasitos
cosmopolitas e infectam cerca de 170 espécies de animais, incluindo seres
humanos’.

Os animais de estimagédo podem atuar como disseminadores de formas
evolutivas parasitarias no meio ambiente®. Entre as espécies de
Cryptosporidium spp. que podem acometer humanos, Cryptosporidium parvum
e Cryptosporidium hominis sao as principais espécies encontradas, podendo-se
incluir ainda o Cryptosporidium felis e Cryptosporidium canis'"®

Diversos estudos epidemiologicos utilizando o Teste de Imunoadsorgao
Enzimatica (ELISA) para diagndstico da criptosporidiose em caes®, felinos® e
criancas?® ja foram realizados. No entanto ndo apontaram uma relagéo entre a
infeccdo por Cryptosporidium e o contato direto com estes animais'®®.

Assim o presente estudo teve por objetivo detectar a ocorréncia de
infecgdes cruzadas por Cryptosporidium spp. entre criangas e seus respectivos
cées e gatos no Municipio de Andradina, SP, com utilizacdo da técnica de

imunoadsorcao enzimatica ELISA.
METODOS

Este estudo foi realizado junto a Pastoral da Crianca da cidade de
Andradina-SP, onde foram analisadas amostras fecais de 188 criangas,
oriundas de trés bairros carentes desta cidade e cadastradas na Pastoral, com
idade entre zero a doze anos, bem como seus respectivos animais de
estimagcdo, num total de 134 cdes e 54 gatos, foram analisados durante o
periodo de janeiro a agosto de 2009.

As amostras fecais foram analisadas pelo Teste de Imunoadsor¢do
Enzimatica (ELISA) com a utilizagdo do Kit Cryptosporidium test da TechLab®,
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Os mesmos procedimentos

foram realizados com as amostras fecais colhidas dos animais. Um



questionario (Anexo 1) foi aplicado aos pais a fim de se obter informagées
quanto ao tipo de contato destes animais com as criangas.

Esta pesquisa foi submetida & avaliagdo do Comité de Etica da
Faculdade de Odontologia - FOA — UNESP aprovada sob o n® 2670/08. Todos
os exames foram realizados mediante a autorizagcao prévia dos pais e/ou
responsaveis, com assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

A analise estatistica foi realizada empregando-se o teste quiquadrado
(x2) para verificar a associagao entre a raga, sexo, idade e consisténcia das

fezes, adotando-se o nivel de significancia de 5%.
RESULTADOS

Nas amostras fecais das criancas foi observada uma ocorréncia de 2,1%
(4/188) para Cryptosporidium spp. pelo ELISA direto. As aliquotas positivas
para este protozoario eram de criangas com quatro meses, um ano, quatro
anos e seis anos de idade, sendo uma do sexo feminino (1/84) e trés do sexo
masculino (3/104). Nao houve influéncia do sexo e idade na deteccédo do
Cryptosporidium spp (P > 0,05) (Tabela I).

Entre os animais examinados, 6,8% (9/132) dos cées e 5,3% (3/56) dos
felinos apresentaram amostras positivas para Cryptosporidium spp. (Tabela Il);
sendo que dos caes positivos quatro tinham até 10 meses, dois tinham um ano
e trés tinham entre dois a quatro anos. A idade dos trés gatos infectados era
seis meses, oito meses e 11 meses.

Dos cées analisados, 162 eram sem raga definida (SRD), porém dos
caninos com padréo racial determinado (PRD), quatro eram boxer, sete
pinschers, quatro poodles, seis pastores alemaes e cinco basset hounds, dos
felinos apenas oito siameses e seis persas foram envolvidos no estudo. As
variaveis raca, sexo e idade, ndo mostraram influéncia em relagédo a
positividade de Cryptosporidium spp. (P>0.05).

Do total de amostras das criangas analisadas a frequéncia da detecgao
de Cryptosporidium spp. de acordo com a consisténcia das fezes, foi de 7,4%
(2/127), 1,7% (1/58), 0,9% (1/103) para fezes liquidas, pastosas e de aspecto



normal respectivamente. Nos caes, este coccideo foi encontrado em 77,7%
(7/9) em fezes de consisténcia normal e 22,2% (2/9) pastosas. Ja nos gatos
100% (3/3) das amostras fecais positivas eram consistentes.

Para avaliar o grau de contato entre a crianga e seu respectivo animal de
estimacao, foi aplicado um questionario. Dos 188 responsaveis entrevistados
apenas dois ndo responderam o questionario. Assim 55,9% (104/186) dos pais
confirmaram que os animais lambem o rosto das criangas, 73,6% (137/186)
costumam frequientar o quarto, 11,2% (21/186) sobem e/ou dormem na cama
com as criangas, 16,6% (9/54) dos gatos sobem na pia da cozinha, das
criangas apenas 7,5% (14/186) lavam as mé&os apoOs brincar com o animal e
54,8% (102/186) delas brincam com areia em casa.

Das quatro criangas positivas para Cryptosporidium spp, trés tiveram

seus animais reagentes.
DISCUSSAO

Das 188 amostras humanas analisadas, 2,1% foram positivas para
Cryptosporidium spp., uma frequéncia consideravelmente baixa em relacdo
aquelas observadas por outros autores que trabalharam em diversos paises
com 20,3%’, 86,6%> e 4,9%>* porém porcentagens inferiores como 1,6% ja
foram relatadas’".

No Brasil foi verificada prevaléncia de Cryptosporidium em criangas (com
idade entre zero a 12 anos) de 3,3%, 1,1%, 32,4%, e, respectivamente, em
Campo Grande-MS'®, Rio de Janeiro-RJ?' e Recife-PE"'*.

Este ensaio em criangas revelou que nao houve influéncia do sexo e da
idade em relacdo a ocorréncia de Cryptosporidium spp. ao contrario de outros
trabalhos em que a maior ocorréncia deste parasito se deu em criangas com
faixa etaria inferior a cinco anos' 2%,

A infeccdo por Cryptosporidium spp. em humanos esta frequentemente
associada com episédios diarréicos, persistentes, com duracéo variavel'®®. No

presente trabalho, este enteropatégeno foi detectado em fezes diarréicas



(liquidas ou pastosas) numa porcentagem de 75% (3/4) sendo esta
porcentagem maior em comparagdo com a de fezes consistentes que foi 25%
(1/4).

Em relagéo aos caes, observou-se uma reatividade pelo ELISA de 6,8%
(9/132), menores ocorréncias com 1,7% (7/415)%, 2,4% (10/420)* ja foram
constatadas. O sexo, raca e idade destes animais n&o interferiram em relagéao
a positividade para Cryptosporidium spp., dado também observado por Mundim
et al.™® (2006).

Quanto aos gatos a ocorréncia encontrada foi de 5,3% (3/56), sendo
inferior a encontrada na Holanda com 4,6%16 e superior a observada no Reino
Unido com 1,0% (13/1355)%.

N&o houve associagéo entre raca, sexo e a idade dos felinos em relagao
a positividade para este protozoario, dados parcialmente semelhantes aos
encontrados por SANTIM et al.”® (2006) em que a raca e a idade nao foram
fatores de influéncia porém uma maior ocorréncia deste coccideo se deu em
fémeas.

Sabe-se que a diarréia aquosa e desidratagao sao sintomas que podem
ser observados em cédes com criptoporidiose'?, porém em nosso estudo a
maioria das amostras fecais eram de aspecto normal. Nos gatos todas as
amostras eram de fezes consistentes, iguais aos resultados encontrados por
FAYER et al.® (2006).

Os resultados relacionados a conceitos sobre condi¢cdes de higiene e
contato dos proprietarios com seus animais foram semelhantes aos

encontrados por outros autores®.

Os estudos epidemioldgicos supramencionados foram executados em
diversas regides do mundo, em areas urbanas e rurais, com diferentes
numeros de criangas e animais de diversas faixas etarias. Isso restringe um
pouco a comparagdo dos resultados de levantamentos prévios com os do

presente trabalho.



As quatro criangas com amostras positivas tinham contato com céo ou
gato, sendo que em apenas uma delas o animal mostrou-se negativo para a
presenca de Cryptosporidium spp. Este achado sugere a existéncia de relagéo
entre a infeccdo das criangas e dos animais. Porém, devido a baixa ocorréncia
deste coccideo nas criangas (2,1%), s6 sera possivel determinar com precisao
a relagédo entre a infeccdo dos animais e das criangas com a posterior

caracterizagdo molecular deste parasito.
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TABELAS

Tabela | - Descricdo das amostras analisadas por ELISA, para deteccéo de

Cryptosporidium spp. no municipio de Andradina-SP, no periodo de janeiro a

agosto de 2009.

Idade n Resultado

(anos)

Menos de 20 Crianga positiva do sexo masculino, com quatro meses de

um ano idade, que tinha um gato positivo, fémea, com um ano de
idade.

Um Ano 21  Amostra positiva de uma crianga do sexo masculino que
tinha um cao, macho com 10 meses e também positivo.

Dois Anos 20 Auséncia do parasita em todas as amostras

Tres Anos 29 Auséncia do parasita em todas as amostras

Quatro 28 Amostra positiva de uma crianga do sexo masculino, que

Anos tinha seu cao, negativo para Cryptosporidium spp.

Cinco Anos 21  Auséncia do parasita em todas as amostras

Seis Anos 13 Amostra positiva de uma crianga do sexo feminino, que
tinha contato com céo, macho, dois anos e positivo para
Cryptosporidium spp.

Sete Anos 8 Auséncia do parasita em todas as amostras

Oito Anos 11 Auséncia do parasita em todas as amostras

Nove Anos 8 Auséncia do parasita em todas as amostras

Dez Anos 8 Auséncia do parasita em todas as amostras

Doze Anos 1 Auséncia do parasita na amostra

TOTAL 188

n = numero de criangas.



Tabela Il - Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em caes e gatos de estimacéo

das criangas analisadas no estudo, no periodo de janeiro a agosto de 2009 no
Municipio de Andradina-SP.

Animal de estimacao Deteccéo de Cryptosporidium spp

Negativo Positivo Total
Céo 123 (93,2%) 9 (6,8%) 132
Gato 53 (94,6%) 3 (5,4%) 56

Total 176 12 188




ANEXO 1

Questionario Epidemiolégico

Animal de estimagé&o = céo e/ou gato.

1) Seu Filho lava as maos ap6s brincar com o animal de estimagéo ?

oSim o Néao

2) O animal (cao e/ou gato) lambe o rosto do(s) seus(s) filho(s) ?

oSim  oNao

3) O animal costuma frequentar o quarto da sua crianga?

oSim o Nao

4) O céao ou gato costuma deitar ou dormir na cama com a crianga?

oSim o Nao

5) Os gatos sobem na pia da cozinha?

oSim o Nao

6) As criangas brincam com areia em casa?

oSim o Nao
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