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VALIDACAO DIAGNOSTICA PARA A DETECCAO DE Cryptosporidium spp. EM
BOVINOS

RESUMO - A criptosporidiose, tanto humana como animal, tem distribuicao
cosmopolita. Esse parasito ocasiona diarreia em bezerros, retardo no crescimento,
mortalidade e consequentes perdas econdémicas. NOs realizamos a viabilizagéo,
desenvolvimento, avaliacdo e validacdo intralaboratorial de uma nova técnica
parasitologica para a analise em microscopia optica de oocistos de Cryptosporidium
spp., denominada de TF-Test Coccidia, em amostras fecais de bezerros do
municipio de Aracatuba, Sdo Paulo. Para o desenvolvimento deste estudo e
confirmacédo da nova técnica diagnostica TF-Test Coccidia foram empregadas duas
metodologias: centrifugo-sedimentacdo seguida da coloracdo negativa de verde
malaquita (CSN-Malaquita) e Nested-PCR. Amostras positivas e negativas de
bezerros foram utilizadas para a confeccdo e validacdo do TF-Test Coccidia.
Portanto, podemos concluir a eficacia da técnica parasitolégica de TF-Test Coccidia,
na deteccdo de oocistos do parasito Cryptosporidium spp. e observamos boa
concentracdo e morfologia das estruturas de eliminacdo do mencionado parasito,

com baixa quantidade de impureza em esfregago fecal.

Palavras-chave: parasitos, coccidioides, diagndstico



DIAGNOSTIC VALIDATION FOR DETECTION OF Cryptosporidium spp. IN
CATTLE

SUMMARY - Cryptosporidiosis, both human and animal, has a worldwide
distribution. This parasite causes diarrhea in calves, growth retardation, mortality and
consequent economic losses. We performed the feasibility, development, evaluation
and within-laboratory validation of a new parasitological technique by optical
microscopy analysis of Cryptosporidium spp., Called TF-Test Coccidia in fecal
samples of calves in the city of Aracatuba, S&o Paulo. To develop this study and
confirmation of the new diagnostic technique TF-Test Coccidia were employed two
methodologies: the centrifugal sedimentation followed by negative staining of
malachite green (CSN-Malachite) and nested PCR. Positive and negative samples
from calves were used for the preparation and validation of TF-Test Coccidia.
Therefore, we conclude the effectiveness of parasitological technique TF-Test
Coccidia, on the oocysts detection of the parasite Cryptosporidium spp. and observe
good concentration and morphology of eliminated parasitic structures mentioned,

with low amount of impurity in fecal smear.

Keywords: parasites, coccidioides, diagnostic
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Os protozoarios e helmintos sdo considerados como um extenso grupo
representativo de parasitos intestinais em humanos (HARHAY et al.,, 2010). As
doencas infecciosas e parasitarias estdo entre as principais causas de o6bito no
mundo com cerca de dois a trés milhdes de mortes anualmente (VASCONCELOS et
al., 2011).

O Brasil, um pais tropical e em desenvolvimento, o apresenta condi¢des
favoraveis para os parasitos do trato intestinal, que representa um dos principais
problemas de saude publica ha mais de um século (BARRETO et al., 2010; MUNIZ-
JUNQUEIRA; QUEIROZ, 2002). A presenca deste parasito no organismo implica em
grande dano ao individuo, como lesdes na mucosa intestinal, diarreia e ma absorcao
dos nutrientes (AJJAMPUR et al., 2011; ARONSON, 2011).

Grande parte das complicagcbes geradas pela ocorréncia de parasitos
poderiam ser sanadas com a utilizacdo dos médotos coproparasitoldgicos, se esses
ndo fossem negligenciados. Assim, é de fundamental importancia que o exame
diagnostico seja realizado (SANTOS et al., 2006).

Os ovos e larvas de helmintos e trofozoitos, cistos, oocistos e esporos de
protozoarios sao frequentemente diagnosticados por meio de exames de fezes, com
0 uso de técnicas convencionais ou kits comerciais, apresentando varios métodos de
concentracéo com eliminacdo dos detritos fecais (GOMES et al., 2004, 2008).

Para a melhora do diagnéstico destas enfermidades a Universidade de
Campinas (Unicamp) e a Universidade de Sao Paulo (Usp) juntamente com a
Immunoassay®, empresa de material hospitalar e laboratorial, confeccionaram em
2004 uma nova tecnologia para a identificacéo de parasitoses intestinais no homem,
chamado de TF-Test® (Three Fecal Test, sigla em inglés) que vem sendo distribuido
em varios hospitais e laboratérios de analises clinicas, entre os quais o Hospital
Albert Einstein, o Hospital das Clinicas da Universidade de Sdo Paulo (USP) e a
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) (FAPESP, 2008a; GOMES et al., 2008).

Este projeto contou com o apoio da Fapesp pelo programa Pesquisa Inovativa
na Pequena e Micro-Empresa (Pipe), sendo articulado pela Agéncia de Inovagéo
Inova Unicamp (FAPESP, 2008a).

Este teste, além de ser pratico e rapido tem mostrado alta eficiéncia no

diagnéstico das enteroparasitoses, principalmente devido a colheita de amostras
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fecais em trés dias alternados, que sdo processadas de uma Uunica vez,
aumentando, assim, a concentracdo de parasitos e melhorando a eliminacdo de
detritos fecais por meio da centrifugo sedimentacdo (GOMES et al., 2004).

O TF-Test® é composto por um kit-usuario e um kit para laboratério,
possuindo alta sensibilidade diagndstica (FAPESP, 2008b). Sendo o primeiro a ser
fabricado e utilizado, também conhecido como TF-Test Conventional. Com o passar
dos anos, houve a necessidade de aprimoramento desta técnica, e em 2010, a
UNICAMP, validou uma nova técnica, chamada de TF-Test Modified (CARVALHO et
al., 2015). Esta nova técnica tem como caracteristica centrifugo-sedimentacao,
flutuacéo espontanea e sedimentacdo espontanea (CARVALHO et al., 2015).

Estudos ja foram realizados em amostras fecais de humanos pelo TF-Test
Conventional (GOMES et al., 2004; CARVALHO et al.,, 2012) e com o TF-Test
Modified (CARVALHO et al., 2015), como também na medicina veterinaria em ovinos
(LUMINA et al., 2006) e caninos (COELHO et al., 2013, 2015).

TECNICA TF-TEST MODIFIED

A inovadora técnica parasitolégica de TF-Test Modified é constituida por um
kit que apresenta trés tubos coletores-usuario, apresentando conservante de
solucédo de formalina tamponada [Fig. 1: (A)], um tubo de centrifugagéo [Fig. 1: (B)] e
um conjunto de filtros contendo duas telas metalicas [Fig. 1: (B)], denominados,
quando unificados, de Conjunto Processador TF-Test. Cada tubo coletor-usuario
contém, acoplado a sua tampa, [Fig. 1: (A)] uma colher, ou péa coletora [Fig. 1: (A)]
para acomodar cerca de 1,8 gramas de fezes.

Externamente, o tubo coletor-usuario possui graduacdes que vao de 1 a 10
mL. O tubo de centrifugacdo € acoplado a uma peca intermediaria, denominada
conjunto de filtros [Fig. 1: (B)], que apresenta trés orificios na extremidade oposta,
aos quais sao introduzidos os tubos coletores-usuario no processamento laboratorial
de centrifugacdo. O Conjunto Processador € centrifugado a uma rotacdo de 1.500
rom (500 g - a depender da dimensdo do rotor da centrifuga), por dois minutos,
utilizando cacapas universais de 100 mL. Encaixadas internamente ao conjunto de
filtros existem duas telas metélicas para filtracdo, as quais apresentam orificios com

400 e 200 micrometros [Fig. 1: (B)]. O protocolo operacional desta técnica encontra-



se disponivel no site do Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(www.inpi.gov.br), sob a concesséao de patente PI-0104372-2.

Tubos coletores (1)

Pa coletora (2)

Solucdo Formalina Tamponada (3) \
Embalagem plastica (4)

(A)

Telas metalicas para
filtracao (1)

Orificios para encaixe
dos tubos coletores (2)

(B)

14

- INPI

Figura 1- (A). Tubos coletores (1) envasados com solu¢cdo de formalina
tamponada (2), pa coletora (3) e embalagem plastica (4) TF-Test (Kit paciente); (B).

Conjunto de filtros (1), telas métalicas para filtracdo (2).
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Cryptosporidium spp.

Em 1907, Tyzzer descreveu pela primeira vez o género Cryptosporidium, em
camundongos. Este protozoério foi registrado posteriormente em uma crianga de
trés anos de idade, com enterocolite aguda, e a seguir em um homem de 39 anos,
imunodeprimido e com sintomas intestinais intensos (JIRKU et al., 2008; MEISEL et
al., 1976; NIME et al., 1976).

Mais recentemente, o parasito Cryptosporidium spp. foi incluido na Iniciativa
das Doencas Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (em inglés, World
Health Organization Neglected Diseases Initiative) pela relacdo com a populacdo de
baixa renda, as precarias condicfes de saneamento basico e a qualidade da agua
consumida (SAVIOLI et al., 2006).

Quanto a classificagdo sistematica, este coccidio da luz intestinal, infecta
varios hospedeiros, desde mamiferos até peixes, répteis e aves, e foi classificado
como pertencente ao Filo Apicomplexa, por meio de estudos moleculares com
utilizacdo do gene 18S do RNA (acido desoxirribonucleico). Vale ressaltar que o
género Cryptosporidium spp. ja foi considerado filogeneticamente mais proximo
da subclasse Gregarinia (CARRENO et al., 1999).

Atualmente sdo reconhecidas 27 espécies de Cryptosporidium (RYAN et al.,
2014, 2015). Destas, 10 causam infec¢cdes em humanos; no entanto, 61 gendtipos
foram relatados de acordo com a caracterizacdo genética e espécie hospedeira
(FAYER, 2010; PLUTZER; KARANIS, 2009; ROBINSON et al., 2010).
Aproximadamente 20 espécies tém sido descritas em humanos (RYAN et al., 2014;
XIAO, 2010).

Os oocistos (estruturas de eliminacdo) de Cryptosporidium spp. sdo altamente
resistente aos desinfetantes comuns e ao cloro utilizado para tratamento de agua,
assim, eles podem sobreviver por um longo periodo no meio ambiente (XIAO;
RYAN, 2004).

Com relacdo a condicdo imunitaria, em animais imunocompetentes, a
infeccdo assume carater autolimitante e a detecgcéo deste parasito € mais frequente
em animais jovens. Em adultos, o estresse pode induzir queda na resisténcia,
acarretando no hospedeiro a infeccdo subclinica crénica (THOMPSON et al., 2008).
A gravidade e a duracdo da infeccdo dependem exclusivamente do sistema

imunitario do hospedeiro, seja humano ou animal. Em individuos imunocompetentes
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a doenca pode ser leve, moderada ou grave, ja em imunodeficientes pode ser
cronica e até fatal (FAYER, 2008).

A transmissdo antropondética e zoondtica da criptosporidiose ocorre pela rota
fecal-oral, onde as fezes representam a via de eliminacdo do agente e a boca do
hospedeiro sua porta de entrada. Os oocistos de Cryptosporidium podem ser
encontrados frequentemente na 4gua e em alimentos (THOMPSON et al., 2008).

A constatacdo deste protozoario em vegetais crus ou pobremente cozidos,
frutos do mar, como ostras e mariscos, leite ndo pasteurizado, cidra e agua mineral
tem sido relatada em varios paises, podendo ocorrer a contaminacao dos alimentos
durante sua producédo, colheita, transporte e processamento (SMITH; NICHOLS,
2010).

Uma infeccdo macica em humanos por Cryptosporidium ocorreu na cidade de
Milwaukee em 1993, onde o0s oocistos foram disseminados pela rede de
abastecimento publico, provocou diarreia aquosa em 403.000 individuos (MAC
KENZIE et al., 1994). Historicamente, surtos de criptosporidiose por veiculacéo
hidrica foram associados, em grande parte, ao acesso de seres humanos a
reservatérios de agua como piscinas, lagos de recreacdo e parques aquaticos
(SMITH; NICHOLS, 2010).

Cryptosporidium spp. ocasiona diarreia em bezerros (VARGAS JUNIOR et
al.,, 2014), com retardo no crescimento, mortalidade e consequentes perdas
econdmicas (OLSON et al., 2004; SANTIN et al., 2008). As espécies mais
comumente encontradas em bovinos sdo C. parvum, C. bovis, Cryptosporidium
ryanae e C. andersoni (FAYER, 2008; FENG et al., 2007; SANTIN et al., 2008;
XIAO, 2010). C. parvum é considerado o agente causador de diarreia neonatal em
ruminantes (O’HANDLEY; OLSON, 2006), e da infeccdo humana (XIAO; FENG,
2008), sendo importantes agentes zoonaéticos (KHAN et al., 2010).

As manifestacdes clinicas também podem variar conforme a idade e o estado
nutricional do hospedeiro (CURRENT; GARCIA, 1991; WARREN; GUERRANT,
2008). Como exemplo, hospedeiros imunocompetentes podem apresentar quadros
inconstantes, tais como: de assintomaticos até diarreia aguda ou persistente; fadiga;
nausea; anorexia; vomito; dor abdominal; e perda de peso (WARREN; GUERRANT,
2008).

Atualmente sdo utilizados o0s seguintes métodos para detectar

Cryptosporidium spp.: microscopia de esfregacgos fecais Ziehl- Neelsen modificado
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(HENRIKSEN; POHLENZ, 1981), Kinyoun (LENNETTE et al., 1985), verde malaquita
(ELLIOT et al., 1999), deteccédo de antigenos (Imunofluorescéncia, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay [ELISA]) ou deteccdo do genoma por meio da técnica Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR); variando na sensibilidade e especificidade
(AREESHI et al., 2007). Os exames de esfregacos fecais e a deteccao de antigenos
nao discriminam a espécie envolvida (THOMAS; CHALMERS, 2003). Apenas a PCR
seguida de sequenciamento podera distinguir a espécie. Ferramentas moleculares
geralmente tém sido utilizadas na identificacdo de isolados de Cryptosporidium de
humanos e animais (XIAO, 2010; XIAO; RYAN, 2004).

OBJETIVO

Realizar a viabilizacdo, desenvolvimento, avaliacdo e validacéo
intralaboratorial de uma nova técnica parasitologica para a analise em microscopia
Optica de oocistos de Cryptosporidium spp., denominada de TF-Test Coccidia, em

amostras fecais de bezerros do municipio de Aracatuba, Sdo Paulo.
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