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respectivos caes (Canis familiaris). 2019. 47 f. Tese (Doutorado)- Faculdade de
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RESUMO

A criptosporidiose e a giardiase sdo doencas gastrointestinais, com distribuicdo
cosmopolita, causada, respectivamente, por um protozoario coccidio intracelular
obrigatério e um parasito flagelado, que pode afetar humanos e animais. O objetivo
neste projeto foi detectar por meio da técnica TF-Test Coccidia e pela reagcdo em
cadeia da polimerase (RCP), a ocorréncia do Cryptosporidium spp. e a Giardia spp.
em criancas de pré-escola e seus respectivos caes (Canis familiaris) do Municipio de
Aracatuba, Sdo Paulo, de maneira inédita. Para a identificacdo dos oocistos do
parasito supramencionado foi empregada a nova técnica parasitolégica TF-Test
Coccidia e RCP. A partir da andlise destas amostras, verificou-se que 35,00% (35/100)
das criancas estavam infectadas por alguma espécie de parasito intestinal, sendo que
5,00% eram positivas microscopicamente para Cryptosporidium spp. e 30,00% para
Giardia spp. Nos cées, 3,13% (1/32) foram considerados positivos para Giardia spp.,
embora nenhum animal apresentasse oocisto de Cryptosporidium spp. nas fezes. Pela
PCR 3,00% das criangas foram positivas para Cryptosporidium spp. e 35,00% para
Giardia spp.. Enquanto que para os caes, pela mesma técnica molecular, nenhum
animal foi considerado positivo para Cryptosporidium spp. e apenas 6,25% foram
positivos para Giardia spp.. Dessa forma, foi verificado que a técnica parasitologica
TF-Test Coccidia apresentou boa concentracdo e morfologia dos parasitos
encontrados, com baixa quantidade de debris no esfregaco fecal. Pela primeira vez,
Cryptosporidium spp. e a Giardia spp. foram detectados em criangas de pré-escola e

seus respectivos caes (Canis familiaris) por meio da técnica TF-Test Coccidia e RCP.

Palavras-chave: Céo. Coccidia. Parasitologia. Homem.



NAGATA, W. B. Validation of the TF-Test Coccidia technique for the detection of
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in pre-school children and their
respective dogs (Canis familiaris). 2019. 47 f. Tese (Doutorado)- Faculdade de
Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

Cryptosporidiosis and giardiasis are gastrointestinal diseases with cosmopolitan
distribution, caused respectively by a compulsory intracellular coccidial protozoan and
a flagellated parasite, which can affect humans and animals. The objective of this
project was to detect by the technique TF-Test Coccidia and polymerase chain reaction
(PCR), the occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in pre-school children
and their respective dogs (Canis familiaris) from the Municipality of Aracatuba, S&o
Paulo. For the identification of oocysts of the parasite the new parasitological technique
TF-Test Coccidia and PCR were used. From the analysis of these samples, it was
verified that 35.00% (35/100) of the children were infected by some kind of intestinal
parasite, and 5.00% were microscopically positive for Cryptosporidium spp. and
30,00% for Giardia spp.. In dogs, 3.13% (1/32) were considered positive for Giardia
spp., although no animal presented Cryptosporidium spp. Oocyst. in the stool. By PCR
3.00% of the children were positive for Cryptosporidium spp. and 35.00% for Giardia
spp.. While for dogs, by the same molecular technique, no animals were considered
positive for Cryptosporidium spp. and only 6.25% were positive for Giardia spp.. Thus,
was verified that the parasitological technique TF-Test Coccidia presented good
concentration and morphology of the parasites found, with a low amount of debris in
the fecal smear. For the first time, Cryptosporidium spp. and Giardia spp. were
detected in pre-school children and their respective dogs (Canis familiaris) by TF-Test

Coccidia and PCR technique.

Keywords: Dog. Coccidia. Parasitology. Men.
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1. INTRODUCAO GERAL

A maior proximidade do homem com os animais domeésticos, associada as
diversas alteracbes ambientais decorrentes das modificacbes climaticas, do
comportamento humano e da infraestrutura, tem permitido maior contato entre as
pessoas e diversos patdgenos diferentes. Isso tem causado a ocorréncia de muitas
enfermidades emergentes e reemergentes, incluindo doencas zoondticas
(OTRANTO; EBERHARD, 2011; COELHO et al., 2013).

Animais de producéo, principalmente bovinos e ovinos, de estimacéo, como
cdes e gatos, bem como os silvestres podem, particularmente, ser reservatorios de
doencas parasitarias e, atuar tanto na transmissao quanto na disseminacéo dessas
infeccdes, direta e/ou indiretamente (YOUSSEF; UGA, 2014).

Em vista da proximidade entre os animais de companhia e o homem,
associada ao potencial zoonotico de determinadas parasitoses (SANTAREM et al.,
2004), percebe-se a importancia em estudar e avaliar a ocorréncia e prevaléncia de
parasitos gastrointestinais nessas populacdes (BRESCIANI et al., 2008).

Atualmente, observa-se que 0s parasitos intestinais ainda sao abundantes
em animais de companhia, mesmo com toda a medicacdo disponivel e com as
medidas de controle adotadas pelos proprietarios e médicos veterinarios (ITOH et al.,
2015; NIJSSE et al., 2016). No geral, estes parasitos, como Giardia spp.,
Cryptosporidium spp. e Toxocara spp., SA0 responsaveis por causar algumas das
zoonoses mais importantes (MACPHERSON, 2013; PEREIRA et al., 2016).

A criptosporidiose é uma doenca gastrointestinal com distribuicdo
cosmopolita que pode afetar tanto humanos como animais (O’DONOGHUE, 1995).
Vinte e seis espécies e 61 genotipos validos desse protozoario ja foram descritos a
partir de varios vertebrados, causando doenca gastrointestinal assintomatica ou leve
em sua especie hospedeira (RYAN et al., 2014).

As espécies patogénicas descritas na literatura sédo: Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium
muris, Cryptosporidium felis e Cryptosporidium canis. As espécies C. parvum e C.
hominis sdo as principais que infectam os seres humanos (XIAO, 2010). No entanto,

estudos tém mostrado que essa doencga pode ser causada por varios genotipos e / ou
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espécies de Cryptosporidium, incluindo também o C. canis e C. felis sendo essas duas
Gltimas espécies responsaveis por causar infeccées em paises em desenvolvimento
(XIAO; FENG, 2008). Nos caes, a espécie C. canis € a mais frequentemente
encontrada (LI et al, 2015), mas também ja foram relatadas infec¢fes nesse animais
por C. parvum (SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013) e C. ubiquitum (LI
et al., 2015).

Humanos e animais podem adquirir a infeccdo quando consomem
alimentos e 4gua contendo oocistos esporulados desses protozoarios (PUMIPUNTU,;
PIRATAE, 2016). Devido a isso, a incidéncia e prevaléncia da criptosporidiose tendem
a ser maiores e mais relevantes em paises menos desenvolvidos e em
desenvolvimento, onde ndo h& adequada infraestrutura basica ou instalacbes
fundamentais para evitar a contaminacéo por oocistos infectantes, que sao liberados
juntamente com as fezes (BURNET et al., 2014).

Apesar da mortalidade por esta infeccdo ser baixa, a combinacdo com
alguns fatores, como a ocorréncia concomitante com outros agentes infecciosos,
imunidade e estado nutricional do hospedeiro, esta taxa pode se elevar. Na maioria
dos casos, esta enfermidade leva a gastroenterite e diarreia de gravidade variavel
tanto em animais domésticos, quanto em humanos (XIAO et al., 2004, AMER et al.,
2013).

Embora esta doenca possa levar a altas taxas de morbidade e mortalidade,
em individuos imunocomprometidos, a infeccdo por Cryptosporidium é autolimitada
em individuos imunologicamente normais (HUNTER; NICHOLS, 2002), Em niveis
alarmantes, a infec¢bes oportunistas por Cryptosporidium, ja foram relacionadas em
pacientes com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), sendo considerado um
importante patdégeno em termos de Saude Publica (CIELOSZYK et al. 2012,).

Além disso, os oocistos desempenham um papel potencial na resisténcia
do Cryptosporidium spp. porque eles séo tolerantes a varios produtos quimicos e
desinfetantes (dependendo da sua concentracdo), incluindo o cloro, que sé&o
comumente usados no processamento da agua potavel, podendo sobreviver por um
longo periodo no meio ambiente (FAYER et al., 2001; XIAO; RYAN, 2004)

Atualmente sao utilizados varios procedimentos laboratoriais para a
deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp., tais como: técnicas parasitologicas
de concentracédo (com uso de Formalina-Acetato de Etila, sacarose saturada, cloreto

de sddio ou solucdes de sulfato de zinco), associadas ao emprego de coloracdes
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especificas (Acido Rapido Modificado, Kinyoun, Ziehl - Neelsen Modificado, Safranina-
Azul de Metileno e Métodos de Giemsa) (GARCIA, 2009); deteccdo de antigenos
(Reacdo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio Imunoenzimético Indireto
(ELISA)) ou do genoma por meio da técnica Reacao em Cadeia da Polimerase (RCP);
com variacfes na sensibilidade e especificidade (AREESHI, 2007).

Particularmente, o diagndstico da criptosporidiose exige bastante atencao:
diferente de outros coccidios, o Cryptosporidium spp. apresenta 00cistos e outros
estagios evolutivos menores; ndo apresentam esporocistos (CASEMORE, 1991).

Muitas técnicas de diagnoéstico tém sido descritos para a deteccdo dos
estagios evolutivos do Cryptosporidium spp. (WEBSTER, 1993), sendo que as
baseadas na microscopia sao os mais utilizadas e que apresentam menor custo.
Estas envolvem deteccdo de oocistos apos flotagdo e centrifugacdo em solugéo de
Sheather, seguido por microscopia de contraste de fase ou microscopia de campo
brilhante (TEIXEIRA et al., 2011). Além disso, envolvem a coloracdo negativa de
verde maquita (ELLIOT et al., 1999) e acido-resistente (CARDOZO et al., 2008).

Em relacdo aos exames imunologicos, o diagndstico por imunoensaios de
captura ligado a enzima (ELISA), por exemplo, pode ser usado em amostras fecais.
Apesar de ser aplicado para detectar antigenos de C. parvum, ele também é uteil para
o diagnostico de criptosporidiose aviaria (ROHELA et al., 2005; PAGES-MANTE et al.,
2007).

As analises morfoldgicas de oocistos ndo sao capazes de determinar as
espécies de Cryptosporidium, ja que as estruturas parasitarias eliminadas nas fezes,
0S oocistos, sdo muito pequenas e de dificil visualizacdo. O uso de ferramentas
moleculares em estudos epidemioldgicos proporciona novos conhecimentos sobre a
diversidade de Cryptosporidium spp. capazes de infectar humanos e animais (XIAO,
et al., 2004).

A caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp., realizada pela PCR,
pode ser util no estudo da epidemiologia destes parasitos (WEBSTER, 1993). Esta
caracterizacao, seguido por sequenciamento dos fragmentos amplificados apresenta
elevada sensibilidade e especificidade.

Como pode-se notar, ha vérias técnicas parasitolégicas empregadas na
rotina para o diagnostico de oocistos de Cryptosporidium spp. Além disso, o
diagnéstico desta parasitose exige a utilizacdo de técnicas especificas de

concentracédo e de coloragédo, dificultando, muitas vezes, as suas implantacées em



18

rotina de laboratoérios de analises clinicas, por serem trabalhosas e onerosas (GOMES
et al., 2004; GARCIA, 2007; GARCIA, 2009). Por estes motivos, € importante o
desenvolvimento de técnicas mais apuradas e praticas para esta finalidade
diagnéstica.

Em relacdo a Giardia duodenalis, este protozoario flagelado e unicelular,
pode habitar o trato intestinal tanto de animais quanto de humanos (XIAO E FAYER,
2008). Devido a sua estreita relagdo com o saneamento basico precario e o baixo
poder aquisitivo populacional, a giardiase foi incluida na Iniciativa das Doencas
Negligenciadas da Organizacdo Mundial da Saude (SAVIOLI et al., 2006) e apresenta
distribuicdo mundial, com 250 a 300 milhdes de casos sintométicos em humanos,
relatados anualmente (CACCIO et al., 2017).

Este protozoario flagelado afeta principalmente criangas, individuos
desnutridos e imunocomprometidos (ANKARKLEV et al., 2010). Particularmente, os
individuos parasitados podem apresentar varios agravos, como retardo no
desenvolvimento, diminuigdo da funcéo cognitiva e também efeitos prejudiciais sobre
0 seu estado nutricional (ROBERTSON et al.,, 2010). De forma geral, no homem,
apesar do aparecimento de quadros de diarreia, desidratacdo, dor abdominal,
vomitos, nauseas e perda de peso, a maioria das infec¢des por G. duodenalis sdo
assintoméaticas (COTTON, et al., 2011; BARTELT; SARTOR, 2015;).

A giardiase € reconhecida como uma enfermidade de veiculag&o hidrica,
com muitos surtos relacionados com aguas destinadas a recrea¢ao, consumo de agua
local por viajantes e, até mesmo agua potavel (KARANIS et al., 2007). Um dos motivos
para a ocorréncia de surtos podem ser possiveis falhas no processo de tratamento de
agua potavel (KARANIS et al., 2007), o que pode ser observado com mais frequéncia
Ameérica do Norte e Europa, onde ha melhores sistemas de vigilancia (FENG; XIAO,
2011).

Na Medicina Veterinaria, a G. duodenalis pode causar diferentes sinais
clinicos nos animais: a infeccao clinica por este protozoario pode causar diarreia que
nao reponde ao tratamento (GEURDEN et al., 2010); e a presenca de fezes pastosas
a liquidas pode ser sugestiva de giardiase em cédes jovens (THOMPSON, 2004;
GEURDEN et al., 2010).

Com estudos realizados por meio de técnicas moleculares com isolados de
Giardia de casos humanos e animais, notou-se que a G. duodenalis € uma espécie

gue abrange oito grupos genéticos, designados “assemblages” (A, B, C, D, E, F e H),
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sendo que os “assemblages” A e B, considerados zoonéticos, sdo patdégenos de
humanos e que também tém sido observados em mamiferos (FENG; XIAO, 2011). Os
“assemblages” de animais também j& foram identificados em humanos (ABDEL-
MOEINE; SAEED, 2016; FANTINATTI et al., 2016; STRKOLCOVA et al., 2015;
ZAHEDI, et al., 2017).

Em relac&o ao diagndstico dessa doenca, na microscopia direta das fezes,
pode-se observar a presenca de trofozoitos ou cistos de Giardia. Dependendo da
experiéncia do técnico, esse exame pode apresentar sensibilidade de 75% a 95%
(MMBAGA; HOUPT, 2017). A técnica de imunoensaio enzimatico tem alcancado
resultados similares ou melhores que o exame microscopico (GAAFAR, 2011,
JOSKO, 2012) e a RCP ja esta disponivel ha anos (MAHBUBANI et al., 1991; SINGH,
1997).

Em vista deste contexto, percebe-se que a criptosporidiose e a giardiase,
gue sdo doencas importantes de ponto de vista de Saude Publica e Saude Animal,
tem o seu diagnostico baseado em varias técnicas laboratoriais, sendo a microscopia
uma das mais empregadas (TEIXEIRA et al., 2011; KOEHLER et al., 2014).

O TF-Test ou Three Fecal Test, que tem como base o principio de
centrifugo-sedimentacdo com formalina-acetato de etila (GOMES et al., 2004) € uma
técnica microscopica recomendada para o0 diagnostico laboratorial de
enteroparasitoses pelo Ministério da Saude do Brasil, por meio do Plano Nacional de
Vigilancia e Controle das Enteroparasitoses (BRASIL, 2005). Por permitir um Unico
processamento laboratorial de trés amostras fecais obtidas em dias alternados, o seu
diagnéstico € considerado mais eficaz (CARVALHO et al., 2012).

Particularmente, desde o seu desenvolvimento, o TF-Test tem passado por
melhorias e adaptac¢des: com o intuito de promover uma maior reducéo na quantidade
de detritos fecais e maior concentracao de estruturas parasitarias, uma segunda etapa
de centrifugacao foi acrescentada a técnica de Gomes et al. (2004), originando assim
a técnica de TF-Test Modified (CARVALHO et al., 2016); e a partir da utilizacéo e
adaptacao dos principios das técnicas TF-Test e TF-Test Modified foi possivel aplica-
los no diagnéstico de parasitos intestinais de animais, originando, assim, novas
técnicas para 0 exame coproparasitolégico na area de medicina veterinaria, como
técnica de TF-Test Conventional (LUMINA et al.,, 2006), TF-Test Modified/Dog
(COELHO et al.,, 2013), TFGIl/Dog (COELHO et al.,, 2015) e TF-Test Coccidia
(INACIO et al., 2016).
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Em relacéo a técnica TF-Test Coccidia, que é a adaptacdo mais recente
das técnicas TF-Test e TF-Test Modified, ela foi validada para analise microscopica
de amostras fecais de bovino para otimizar o diagndstico do protozoario do género
Cryptosporidium spp.. Esta técnica permitiu ndo s6 realizar uma lamina temporaria
para leitura de microscopia em rotina laboratorial, mas também possibilitou uma
melhor visualizacdo dos oocistos de Cryptosporidium spp. por concentrar estas
estruturas parasitarias e, a0 mesmo tempo, filtrar uma grande quantidade de debris
da amostra (INACIO, et al., 2016).

1.1. Objetivo

Esse estudo foi elaborado com o objetivo de validar em laboratoério a técnica
TF- Test Coccidia para deteccdo da ocorréncia do protozoario Cryptosporidium spp.

e Giardia spp. em criancas de pré-escola e seus respectivos caes (Canis familiaris).



21

2. CAPITULO 1 - DETECCAO DE Cryptosporidium spp. E Giardia
spp. EM CRIANCAS DE PRE-ESCOLA E SEUS RESPECTIVOS
CAES (Canis familiaris) POR MEIO DA TECNICA TF-Test Coccidia
E PCR

2.1. Introducéo

Animais de estimacdo desempenham papel importante em relacdo ao bem-
estar de seus donos. No entanto, podem abrigar varias espécies de parasitos
intestinais (ITOH et al., 2015; NIJSSE et al., 2016), como 0s protozoarios
Cryptosporidium spp. e Giardia spp., com reconhecido potencial zoonético
(MACPHERSON, 2013, PEREIRA et al., 2016). Estes dois agentes etioldgicos sao
associados a deficiéncia de estrutura sanitaria, principalmente em &reas rurais
(FONSECA, et al. 2010) e sob condi¢cdes socioecondmicas baixas (CACCIO et al.,
2017), podem ocasionar diarreia, mas sao muitas vezes negligenciados (CERTAD et
al., 2017), apesar de serem relevantes do ponto de vista de saude publica.

A giardiase é ocasionada pela espécie Giardia duodenalis, parasito
flagelado e unicelular, que pode habitar o trato intestinal de varios hospedeiros,
incluindo o ser humano (XIAO E FAYER, 2008), sendo que afeta principalmente
criancas, individuos desnutridos e imunocomprometidos (ANKARKLEYV et al., 2010),
com impacto significativo tanto em humanos como em animais (THOMPSON E
MONIS, 2011). Enfermidade comum em filhotes caninos, responsavel por ocasionar
episodios de diarreia intermitente, de coloragao clara e odor fétido (SILVA et al., 2014).

Seu diagndstico é feito a partir de exame coproparasitoldgico, exame de
custo reduzido que permite também a deteccdo de outros parasitos (O’HANDLEY;
OLSON, 2006), € realizado por meio da identificacdo microscopica de trofozoitos ou
cistos em amostras fecais, que nos esfregacos, podem ser corados com tricrémico e
iodo (KOEHLER et al., 2014).

A criptosporidiose € uma doencga gastrointestinal, com distribui¢cdo
cosmopolita, causada por um protozoario coccidio intracelular obrigatorio que pode
afetar tanto humanos como animais (O’'DONOGHUE, 1995). Embora seja frequente a
presenca de Cryptosporidium em fezes diarreicas (GIANGASPERO et al. 2006), os
hospedeiros podem ser assintomaticos ou apresentarem quadros leves (RYAN et al.,
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2014). Em individuos imunocompetentes a doenca € auto limitante, entretanto em
imunocomprometidos 0s sintomas podem ser mais graves e prolongados. Em
pacientes HIV positivos, por exemplo, a infeccdo pode ser extra intestinal, afetando a
vesicula biliar, pancreas e sistema respiratério (RYAN, HIJJAWI, 2015).

O diagnostico das infeccdes por Cryptosporidium spp. pode ser realizado
por técnicas de coloracdo de amostras fecais, como verde malaquita (ELLIOT et al.,
1999) e acido-resistente (CARDOZO et al., 2008),que por serem trabalhosas e
onerosas podem ter seu uso minimizado em rotina de laboratorios de andlises clinicas,
(GOMES et al., 2004; GARCIA, 2007; GARCIA, 2009). Assim, técnicas microscopicas
sdo as mais utilizadas e que apresentam menor custo e podem consistir na deteccéo
de oocistos apés flotacédo e centrifugacdo em solugcédo de Sheather (TEIXEIRA et al.,
2011).

O TF-Test ou Three Fecal Test, que tem como base o principio de
centrifugo-sedimentacdo com formalina-acetato de etila (GOMES et al., 2004) é uma
técnica microscopica que, por permitir um Unico processamento laboratorial de trés
amostras fecais obtidas em dias alternados, apresente um diagnostico mais eficaz
(CARVALHO et al., 2012).

Desde o seu desenvolvimento, o TF-Test tem passado por melhorias e
adaptacdes: como adicdo de uma segunda etapa de centrifugacdo para promover
uma maior reducdo na quantidade de detritos fecais e maior concentracdo de
estruturas parasitarias, originando assim a técnica de TF-Test Modified (CARVALHO
et al., 2016); e a sua adaptacao para o diagnostico de parasitos intestinais de animais,
dando origem a novas técnicas para o exame coproparasitolégico na area de medicina
veterinaria, como a técnica de TF-Test Coccidia (INACIO et al., 2016), que foi validada
para analise microscopica de amostras fecais de bovino para otimizar o diagndstico
do protozoério do género Cryptosporidium spp.

Neste contexto, devido a necessidade do desenvolvimento de uma técnica
mais sensivel, pratica e economicamente viavel para a rotina laboratorial, neste
projeto o objetivo foi detectar por meio das técnicas TF-Test Coccidia e RCP, a
ocorréncia do Cryptosporidium spp. e da Giardia spp. em criangas de pré-escola e
seus respectivos cées (Canis familiaris) do Municipio de Aragatuba, S&o Paulo, de

maneira inédita na literatura consultada.
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2.2. Material e métodos

2.2.1.Comité de ética

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) e
Comité de Etica em Pesquisa — Humanos da Faculdade de Odontologia de Aracgatuba
e da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA) UNESP, Campus de
Aracatuba, processo FOA n° 2012-01343 e n° 06794212.9.1001.5420.

2.2.2.Populacéo de estudo: criancas e seus respectivos céaes

A amostragem minima necessaria para a execu¢ao deste projeto, no nivel
de confianca de 95% e com precisao absoluta de 10%, foi calculada em 96 amostras,
usando uma proporcao populacional de 50% (LWANGA, LEMESHOW, 1991). Como
margem de seguranca, foram coletadas 100 amostras fecais de criangas provenientes
do Municipio de Aracgatuba (SP).

2.2.3.Caracterizacao do sujeito amostral

De acordo com a analise descritiva dos dados, observou-se que das 100 amostras de
criancas examinadas, 60,00% (60/100) eram do género masculino e 40,00% (40/100)
do feminino, sendo 65,00% (65/100) com idade igual ou menor a trés anos de idade e
35,00% (35/100) maior que trés anos.

Das 32 amostras de caes que foram analisadas, 81,25% (26/32) eram
fémeas, 18,75% (6/32) machos, 6,25% (2/32) com faixa etéria inferior ou igual a um

ano de idade e 93.75% (30/32) acima desta faixa etaria.

2.2.4.Colheita e conservacao das amostras

Para obtencdo das amostras, foram realizadas reunides com as diretoras
de escolas de educacéao infantil do municipio de Aragatuba, SP, pais ou responséaveis
das criancas para esclarecimento do projeto em questao e obtencdo de autorizagao
da participacédo de cada individuo, como também para a distribuicdo e recolhimento
dos Kits.
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Levando em consideracao a irregularidade de eliminacdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. (GARCIA, 2007, 2009; CDC, 2016),
amostras fecais foram coletadas em trés dias alternados e acondicionadas
simultaneamente, nos tubos do kit TF-TEST e também no pote coletor universal que
continha dicromato de potassio. As amostras coletadas no kit TF-Test foram utilizadas
para processar a técnica parasitologica TF-Test Coccidia e as amostras armazenadas
no pote coletor universal foram purificadas por centrifugo-sedimentagcdo com

adgua/acetato de etila com posterior extracdo de DNA e analise molecular.

2.2.5.Processamento das amostras fecais

Para a identificacdo das estruturas de resisténcia do parasito e estudo
estatistico de avaliagdo comparativa entre técnicas, além da técnica de TF-Test
Coccidia, foi empregada uma técnica consagrada pela literatura cientifica: Nested-
PCR.

2.2.6.Técnica de TF-Test Coccidia

Esta técnica foi composta das seguintes etapas:

Em uma estante apropriada acondicionaram-se trés tubos coletores-
usuario padrdo TF-Test Coccidia, agitando cada um deles vigorosamente por 30
segundos com o0 uso de equipamento tipo vortex em 3000 rpm (rotacdes por minuto);
posteriormente, adicionou-se em um dos tubos 25 L de solvente orgéanico surfactante
(detergente neutro incolor) e 3 mL do reagente quimico acetado de etila pro-anélise
(Formula C4HsO2).

Em seguida, os tubos foram fechados com as suas tampas e agitados
vigorosamente por 30 segundos com 0 uso de equipamento tipo vértex (3000 rpm);
seguido da retirar das tampas dos tubos e conecc¢do a uma peca denominada conjunto
processador, composta por conjunto de filtros e tubo de centrifugacdo unificados.

Este conjunto foi centrifugado por dois minutos a 500 x g (gravitational
force, em inglés) e, apoOs esta centrifugacdo, desacoplou-se cuidadosamente o tubo
de centrifugacéo do conjunto de filtros e tubos coletores-usuarios.

A seguir, decantou-se o liquido sobrenadante do tubo de centrifugacéo, de

modo a deixar cerca de 500 uL de sedimento no fundo cbnico deste tubo; a este



25

sedimento, adicionou-se cerca de 250 pyL de agua tratada e homogeneizou-se
manualmente todo material, proporcionando a formacéo de uma suspensao fecal, da
qual com um auxilio de uma pipeta automatica, resgatou-se 150 pyL que foram
transferidos a um tubo de colheita padrédo TF-Test Coccidia.

Posteriormente, adicionou-se sobre este material uma gota de detergente
neutro incolor e homogeneizou-se manualmente toda suspensdo a qual foram
adicionadas 3 mL de solugcéo neutra de formalina, seguida de homogeneizagao
vigorosa por um tempo de 30 segundos no equipamento tipo vortex.

Na sequéncia, adicionou-se sobre este material 3 mL do reagente quimico
acetato de etila e agitou-se novamente por mais 30 segundos no equipamento tipo
vortex.

Logo apds, centrifugou-se este tubo contendo todo material
homogeneizado a 333 x g por um minuto; e apés esta centrifugacdo, decantou-se o
material sobrenadante com o uso de pipeta até proporcionar uma pequena aliquota
de suspensao na parte inferior demarcada do tubo.

Transferiu-se 25 yL deste material para uma lamina de microscopia; sendo
apods, acrescentado sobre a aliquota da lamina 25 pL da composigdo corante
desenvolvida e padronizada no estudo (25uL de solugéo de iodo D’Antony modificado
para 50uL do corante Tricrémico modificado).

Por ultimo, foi feito um esfregaco fecal deste material ao qual é sobreposta
uma laminula para a leitura em microscopia Optica de luz convencional, com

ampliacdo de 20x e posteriormente 40x (INACIO et al., 2016).

2.2.7.Extracado de DNA

A extracdo de DNA foi realizada com utilizacdo do Quick-DNA Fecal/Soil
Microbe Miniprep Kit (Zymo Research Corp, Irvine, CA, USA), de acordo com

protocolo sugerido pelo fabricante.
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2.2.8.Caracterizacao molecular

2.2.8.1. PCR para Cryptosporidium spp.

Para amplificacdo de fragmentos do gene da subunidade 18S do rRNA foi
utilizada a técnica de nPCR, com os primers 5 TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3’
(Primer 1) e 5 CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’ (Primer 2) para a reacao
primaria, com 1325 pares de base (pb) e 5 GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA
AG 3 (Primer 3) e 5 AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A 3’ (Primer 4) para a
reacdo secundaria (826-840 pb). Para realizacéo das seguintes condi¢des de reacéo,
foi preparada uma solugcdo com volume final de 26.1uL. Para a reacao primaria foi
utilizado: 22,5 uL de Platinum® PCR SuperMix, 0,5 pL do Primer 1, 0,5 puL do Primer
2,0,1 pL MgClI2 e 2,5 pL do DNA alvo. Para a reacéo secundaria foi utilizado: 22,5 pL
de Platinum® PCR SuperMix, 0,5 pL do Primer 3, 0,5 pL do Primer 4, 0,1 pL MgCI2 e
2,5 yuL do DNA alvo. As amostras foram submetidas a desnaturacéao inicial do DNA a
94° C por trés minutos, seguida de 34 ciclos, cada um consistindo em desnaturacao
por 45 segundos a 94° C, 45 segundos de anelamento a 55°C e 60 segundos de
extensdo a 72° C, com extensao final a 72°C por sete minutos (XIAO et al., 2000). O
DNA genbmico de C.parvum e agua ultrapura, foram utilizados como controles
positivo e negativo, respectivamente. Os fragmentos amplificados foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed® (Biotium) e visualizados

em transiluminador de luz ultravioleta.

2.2.8.2. PCR para Giardia spp.

A caracterizagdo genética de Giardia foi realizada por meio da reacdo em
cadeia pela polimerase (nPCR) utilizando o gene SSU rRNA em todas as amostras
fecais (HOPKINS et al., 1997; APPELBEE et al., 2003). A reacdo com 0 gene ssu
rRNA foi feita com a utilizacdo de 12,5 yL de JumpStart Tag ReadyMix® (Sigma-
Aldrich), 5% de DMSO, 400 nM de cada oligonucleotideo iniciador, 2,5 yL e 1 pL de
DNA nas reagfes primaria e secundaria, respectivamente, e a quantidade de agua
ultrapura necessaria para completar o volume final de 25 pL de solugéo. As amostras
foram submetidas a desnaturacao inicial do DNA a 94° C por 3 minutos, seguida de

39 ciclos de desnaturagao por 30 segundos a 94° C, anelamento por 30 segundos a
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58°C e extensédo por 60 segundos a 72° C, com extensao final a 72°C, por 7 minutos.
Na reacdo secundéaria a temperatura de anelamento foi de 57°C. Como controles
positivo e negativo foram utilizados DNA gendmico de Giardia duodenalis e agua

ultrapura, respectivamente.

2.2.9.Analise estatistica

A analise estatistica consistiu de estatistica descritiva e inferencial,
utilizando o teste de McNemar para comparar a propor¢ao de resultados positivos das
técnicas e coeficiente de concordancia Kappa. As estatisticas foram consideradas
significativas quando p<0,05.

2.3. Resultados

Por meio da técnica parasitolégica TF-Test Coccidia, foram positivos para
protozoarios intestinais 35,00% (35/100) das criancas e 3,13% (1/32) dos cées.

Em relacdo aos resultados positivos das criancas no TF-Test Coccidia,
apenas 14,29% (5/35) estavam relacionados com um resultado positivo para
Cryptosporidium spp., sendo que a maioria, 85,71% (30/35), foram positivos para
Giardia (Tabela 1).

Nos exames parasitolégicos dos caes, nenhum cao foi considerado positivo
para Cryptosporidium spp., mas um animal, 3,13% (1/32), foi considerado positivo
para Giardia spp.

Pela técnica molecular, 3,00% (3/100) das criancas foram consideras
positivas para Cryptosporidium spp. e 35,00% (35/100) foram diagnosticadas com
Giardia spp. No caso dos céaes, apenas 6,25% (2/32), foram considerados positivos

para Giardia spp. por esta técnica molecular.
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Tabela 1. Parasitos identificados nas criancas pela técnica parasitolégica TF-Test

Coccidia.
Parasito Numero %
Cryptosporidium spp. 5 14,29
Giardia spp. 30 85,71
Total 35 100

Fonte: Elaborada pelo Autor

A proporcao de resultados positivos para deteccao de Cryptosporidium spp.
entre as técnicas de diagnostico TF-Test Coccidia e RCP ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) (Tabela 2). Em relacdo a concordancia da técnica microscépica
quando comparado a RCP para os resultados desse protozoario, o coeficiente Kappa
foi de 0,2201.

Tabela 2. NUmero de criancas positivas e negativas para Cryptosporidium spp. pelo

TF-Test Coccidia de acordo com a RCP.

RCP
TF-Test Coccidia _ : Total
Positivo Negativo
Positivo 1 4 5
Negativo 2 93 95
Total 3 97 100

*Teste de McNemar (p = 0.6875)

Fonte: Elaborada pelo Autor

No caso da proporcdo de resultados positivos entre as técnicas de
diagnoéstico TF-Test Coccidia e RCP para deteccdo de Giardia spp., observou-se
também que os resultados nao tiveram diferenca significativa (p>0,05) (Tabela 3) e
guanto a concordancia da técnica microscépica quando comparado a PCR para este

protozoario, o coeficiente Kappa foi de 0,4318.
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Tabela 3. NUumero de criancas positivas e negativas para Giardia spp. pelo TF-Test

Coccidia de acordo com a RCP.

o RCP
TF-Test Coccidia _ : Total
Positivo  Negativo
Positivo 20 10 30
Negativo 15 55 70
Total 35 65 100

*Teste de McNemar (p = 0.4237)

Fonte: Elaborada pelo Autor

2.4. Discussao

Pela primeira vez, Cryptosporidium spp. e a Giardia spp. foram detectados
em criangas de pré-escola e seus respectivos caes (Canis familiaris) por meio da
técnica TF-Test Coccidia e da PCR.

No nosso estudo, apenas 5% das amostras de fezes de criancas e 0% das
dos caes examinados pelo TF-Test Coccidia foram consideradas positivos para o
protozoario Cryptosporidium spp. Enquanto que 30,00% das criancas e 3,13% dos
cées apresentaram positividade microscopicas para Giardia. O fato de existir essa
diferenca entre a deteccéo dessas duas doencas pela mesma técnica, nao quer dizer
que a técnica apresente um desempenho melhor para pesquisa de um parasito e pior
para outro.

Como podemos verificar na literatura, o protozoario do género
Cryptosporidium tem distribuicdo mundial e sua prevaléncia na Asia, Africa e América
Latina esta entre 5 a 10% (WHITE, 2010). No Brasil, estudos ja demostraram que a
prevaléncia desse coccidio em criancas pode ser baixa, como ao redor de 1,10%
(OSHIRO et al., 2000), o que mostra que nossa proporcao de resultados positivos
para essa doenca condiz com o0 que a literatura nos traz. Além disso, o TF-Test
Coccidia, para deteccéo de Giardia, também mostrou resultados semelhantes com a
prevaléncia da giardiase em humanos relatada em outros estudos, que varia entre 0,4
e 7,5% em paises desenvolvidos e se encontra entre 8 a 30% em paises em
desenvolvimento (FENG E XIAO, 2011; DI CRISTANZIANO et al., 2014).

Em relacdo aos nossos resultados dos cées, ndo detectamos nenhum

animal positivo para Cryptosporidium. A literatura mostrar que a prevaléncia desse
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coccidio em cées varia de 1% (BRESCIANI et al., 2008) a 26,2% (MOREIRA et al.,
2018). O fato dessa doenca acometer, principalmente, filhotes e animais idosos e
associar-se a doengas imunossupressoras (THOMAZ et al., 2007), pode explicar essa
nossa ocorréncia, uma vez que a populacdo de cédes do nosso estudo apresentava
em sua maioria faixa etaria adulta. Por outro lado, a proporcédo 3,13% (1/32) dos
animais que foram considerados positivos para Giardia por esta nova técnica
parasitolégica, mostra que esse resultado corrobora com outros achados no Brasil, no
qual estudos mostram que o indice de prevaléncia dessa doenca pode variar entre 0,8
a 41% (MUNDIM et al., 2003; DAVID et al., 2015).

Apesar dos resultados de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. do TF-Test
Coccidia apresentarem, respectivamente, sofrivel e regular concordancia com os
resultados da PCR, de acordo com os critérios sugeridos por Pereira (2001), ao se
comparar a proporcao de resultados positivos entre as duas técnicas de diagndstico
estudadas, por meio do teste de McNemar, pode-se notar que as técnicas nao
apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05).

Com a utilizagdo da nova técnica parasitologica TF-Test Coccidia foi
possivel detectar parasitos intestinais relevantes do ponto de vista de saude publica,
como Cryptosporidium spp. em criancas e Giardia em criancas e cdes. Este é um fato
importante considerando que desde 2004 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
incluiu a giardiase e a criptosporidiose entre as doencas negligenciadas no mundo
(SAVIOLI et al., 2006).

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo é que a
Cryptosporidiose e outras parasitoses intestinais, como Giardiase relatadas como
endémicas em criancas que frequentam creches em paises desenvolvidos e
emergentes (CORDELL E ADDISSI 1994), apresentaram prevaléncia compativel com
a literatura em nosso estudo, que usou essa amostra populacional, inferindo-se que a
Técnica TF-Test Coccidia apresenta-nos resultados confiaveis e importantes para
mostrar a realidade das criancas e seus respectivos cdes em relacdo a essas
infeccoes.

Em vista desses resultados apresentados, e somado ao fato de que a
avaliacdo/diagndstico clinico de parasitose intestinal ndo nos permite ter um
diagnoéstico conclusivo (BERGQUIST et al.,, 2009) mas uma suspeita de doenca,
percebe-se a necessidade da adocao e implementacdo de exames parasitolégicos

que possam nos auxiliar nessas situacbes, mostrando diferentes e possiveis
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estruturas parasitarias que podem ser encontradas nos pacientes e com isso chegar
em um diagnostico definitivo (GARCIA 2010, 2018).

De maneira satisfatoria, pela nova técnica parasitoldgica TF-Test Coccidia
foram demonstrados resultados bons e condizentes com a literatura, como também
caracteristicas positivas por unir uma série de fatores que possibilitaram um
diagndstico mais pratico e preciso.

Diferente de outras técnicas, nas quais 0s exames parasitologicos eram
feitos com apenas uma Unica amostra de fezes do paciente, o TF-Test Coccidia
apresenta melhor desempenho por processar juntas, de uma so6 vez, trés amostras
fecais, coletadas em dias alternados, aumentando, desta forma, as chances de
propiciar diagnosticos corretos, potencializando a confiabilidade dos resultados
(NAZER et al., 1993; HIATT et al., 1995) e evitando problemas como na variacao da
intensidade das infec¢cOes parasitarias dos individuos e na eliminacdes intermitentes
de estruturas nas fezes por alguns parasitos, como a Giardia (CDC, 2015).

Além disso, o seu procedimento de dupla filtragem por meio da centrifugo-
sedimentacdo possibilitou a eliminacdo do excesso de material fecal (impurezas)
separando as estruturas parasitarias e tornando assim o sedimento mais rico com 0s
mesmos, o que facilmente foi verificado pela microscopia. Assim, a dificuldade de
leitura das laminas e identificacdo das estruturas parasitarias, que podem apresentar
fatores confundidores gerando resultados falso-positivos (MEIRELES, 2010), foram
diminuidas.

Dessa forma, foi verificado que a técnica parasitoldégica TF-Test Coccidia
apresentou boa concentracdo e morfologia dos parasitos encontrados, com baixa

quantidade de debris no esfregaco fecal.

2.5. Concluséao

Pela primeira vez foram detectados os protozoarios Cryptosporidium spp.
e Giardia spp. em criancas de pré-escola e seus respectivos caes (Canis familiaris)

por meio da técnica TF-Test Coccidia e PCR.
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