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RESUMO

Criptosporidiose é uma doenga causada por protozoarios do género Cryptosporidium, coccidio do filo Apicomplexa
que infecta aves, répteis, anfibios, peixes e mamiferos, incluindo seres humanos. Em criangas tem sido
frequentemente relatada devido a imaturidade do sistema imunoldgico. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar a presencga de oocisto de Cryptosporidium spp., por meio de exame coproparasitolégico, em amostras fecais
de criangas de 6 a 12 anos de idade. As laminas foram preparadas com esfregacos diretos das amostras e coradas de
acordo com os metodos de Zihel e Neelsen modificado e em seguida, foram examinadas ao microscopio dptico (400x),
por dois examinadores. Nas duas andlises todas as amostras foram consideradas negativas para a presenca de oocisto
de Cryptosporidium sp. Embora no exame parasitoldgico o resultado negativo foi absoluto (100%), sugere-se a
realizagdo de outros exames que promovam o enriquecimento das amostras, usando-os concomitante com os
métodos parasitologicos para proporcionar maior especificidade e resultados fidedignos.

PALAVRAS-CHAVE: Protozodrio, oocisto, fezes, infancia

ABSTRACT

Cryptosporidiosis is a disease caused by protozoa of the genus Cryptosporidium, coccidia of the phylum Apicomplexa
that infects birds, reptiles, amphibians, fish and mammals, including humans. Cryptosporidiosis in children has been
reported due to immaturity of the immune system. In this way, the objective of this work was to investigate the
presence of Cryptosporidium spp. oocyst by coproparasitological examination in fecal samples of children from 6 to
12 years old. The slides were prepared with direct swabs of the samples, stained according to the modified Zihel and
Neelsen methods, and then examined under optical microscopy (400 x) by two examiners. In the two analyzes all the
samples were considered negative for the presence of oocyst of Cryptosporidium sp. Although in the parasitological
examination the negative result was absolute (100%), it is suggested to perform other tests to promote the
enrichment of the samples, using them together with parasitological methods to provide greater specificity and
reliable results.
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RESUMEN

La criptosporidiosis es una enfermedad causada por protozoarios del género Cryptosporidium, un coccidio del filo
Apicomplexa que infecta a aves, reptiles, anfibios, peces y mamiferos, incluyendo seres humanos. Criptosporidiosis
en nifios ha sido frecuentemente reportada debido a la inmadurez del sistema inmunoldgico. De esta forma, el
objetivo de este trabajo fue investigar la presencia de oocisto de Cryptosporidium spp., por medio de examen
coproparasitolégico, en muestras fecales de nifios de 6 a 12 afios de edad. Las laminas fueron preparadas con frotis
directas de las muestras y coloreadas de acuerdo con los métodos de Zihel y Neelsen modificado y luego fueron
examinadas al microscopio Optico (400x), por dos examinadores. En los dos anadlisis todas las muestras se
consideraron negativas para la presencia de oocisto de Cryptosporidium sp. Aunque en el examen parasitoldgico el
resultado negativo fue absoluto (100%), se sugiere la realizacién de otros exdmenes que promuevan el
enriquecimiento de las muestras, usandolos conjuntamente con métodos parasitoldgicos para proporcionar mayor
especificidad y resultados fidedignos.

PALABRAS CLAVE: Protozoario, oocisto, heces, infancia
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1. INTRODUGAO

A criptosporidiose é uma doenca causada por protozodrios do género Cryptosporidium,
um coccidios do filo Apicomplexa que infecta aves, répteis, anfibios, peixes e mamiferos,
incluindo seres humanos (FAYER, 2004; LEITCH; HE, 2011). Medindo de 6 a 8 um de didmetro, o
parasito se desenvolve no epitélio da mucosa intestinal ou gastrica do hospedeiro e sdo
liberados nas fezes contaminando solo, dgua e demais animais em contato (BORGES; ALVES;
FAUSTINO, 2007). Em 2010, uma estimativa global de casos de diarreia em pacientes com cinco
anos ou mais, no periodo de 1980 a 2008, apontou o Cryptosporidium como o responsavel por
6,9% dos casos notificados, e destes, 1,3% necessitaram de internagdo (MADRID; BASTOS;
JAYME, 2015; WALKER; SACK; BLACK, 2010).

O género Cryptosporidium (C.), abrange 26 espécies diferentes e destas, 17 ja foram
encontrados em seres humanos (MADRID; BASTOS; JAYME, 2015), sendo o C. hominis e C.
parvum as duas espécies mais ocorrentes. O C. hominis, é restritamente humana
(antropondtica) enquanto o C. parvum, possui diversos hospedeiros, incluindo diferentes
espécies de animais domésticos (LEITCH; HE, 2011). A ocorréncia de varios surtos de
criptosporidiose em seres humanos se deve ao fato dos oocistos serem resistentes as condicdes
ambientais, como a acdo do cloro utilizado no tratamento da dgua, a baixa dose infectante
(menos de 10 oocistos) e, seu pequeno tamanho, que dificulta sua identificacdo e facilita sua
esporulagdo na forma infectante pelas fezes. Essas caracteristicas tornam essa parasitose uma
importante causa de surtos associados a dgua de consumo, ou de lazer, além dos alimentos e
ambientes contaminados (SANTOS et al., 2004), como também, pelo contato direto com pessoas
e/ou animais contaminados (MILLARD et al., 1994).

No mundo, a criptosporidiose, é conhecida como uma das principais causadoras de
diarreia em seres humanos, em diversas faixas etdrias, sendo mais recorrente em criancade 1 a
9 anos de idade (MADRID; BASTOS; JAYME, 2015). Ja foi registrada em 106 paises em todos os
continentes, exceto Antartica, porém sua incidéncia global ndo é conhecida, pois a notificacdo
nao é obrigatdria e em muitos lugares ndo ha acesso a sistemas de salde, mas quando h3a, ndo
sdo realizados exames e quando é feito pode haver divergéncia entre a escolha dos métodos
diagnésticos, podendo diferir nos resultados. (MADRID; BASTOS; JAYME, 2015).

No Brasil, hd relatos de criptosporidiose humana em vdérios estados do nordeste e do
sudeste do pais, acometendo principalmente criancas e pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (GATEI et al., 2003; MADRID; BASTOS; JAYME, 2015; FAYER;
MORGAN; UPTON, 2000; BALDURSSON; KARANIS, 2011). Entre 1999 a 2000, Estudo realizado
no municipio do Rio de Janeiro, encontrou-se oocistos de Cryptosporidium sp. em 16 de 485
(3,3%) amostras fecais de criangas menores de 10 anos, apresentando maior incidéncia em
criangas de até um ano de idade que apresentaram fezes pastosas e diarreicas, ndo estando
presentes em fezes moldadas (SILVA et al., 2003).
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No municipio de Criciuma-SC, 95% de 94 amostras fecais diarreicas, de criancas com
menos de cinco anos de idade, apresentaram algum tipo de enteroparasitose, onde, destas 85%
foram positivas para Cryptosporidium sp. por ELISA, em um periodo de fevereiro a maio de 2002.
Esta grande incidéncia, apontou falhas no sistema de saldde da cidade sugerindo maior
investigacdo para elucidar as possiveis causas (SCHNACK et al., 2002). Em Goiania-GO, em 64 de
445 (14%) criangas hospitalizadas com diarreia, apresentaram C. parvum no conteudo fecal pelo
Teste de Imunofluorescéncia Direta (TID), entretanto, ao utilizar o TID mais o teste de separagdo
imunomagnética, considerado como padrdo ouro, a positividade aumentou para 83 de 445
(18.7%) criangas. Neste estudo, a infecgdo foi predominante em criangas com menos de 2 anos
e mais ocorrente no sexo masculino, além disto, a diferenca de peso foi de 2% a menos pra as
criangas infectadas (PEREIRA et al., 2002).

Em humanos saudaveis, a criptosporidiose pode ser autolimitante e durar apenas duas
semanas, entretanto idosos, criangas e imunocomprometidos, sdo mais susceptiveis as doencas
e por nao haver medicacdo especifica, a infeccdo pode se agravar resultando em gastroenterite
severa com diarreia, que se prolongada e, coloca a vida destes pacientes em risco (MADRID;
BASTOS; JAYME, 2015; LEAV; MACKAY; WARD, 2003).

A ocorréncia de criptosporidiose em criancas tem sido frequentemente relatada
(MADRID; BASTOS; JAYME, 2015; SCHNACK et al., 2003), podendo estar relacionada com o baixo
nivel social e financeiro das familias de criangas em idade escolar, frequentemente associados
aos maiores indices da doenga (UNICEF) e mortalidade em criangas abaixo de cinco anos de vida
(Murugesan; Ganesan; Ajjampur, 2017).

Desta forma, este estudo teve como objetivo a realizacdo de pesquisa
coproparasitoldgica em amostras fecais de criangas de 6 a 12 anos de idade, a fim de observar
se ha a presen¢a de oocisto de Cryptosporidium spp., por método simples direto e caso
encontrado, realizar caracterizacdo molecular para identificacdo de espécie.

2. OBIJETIVO GERAL

Investigar possivel presenca de oocisto de Cryptosporidium spp em amostras fecais de
criangas de 6 a 12 anos de idade, por meio de pesquisa coproparasitoldgica.

3. METODOLOGIA

3.1. Comité de ética em pesquisa (CEP)
O presente Projeto foi encaminhado ao CEP, tendo sido aprovado sob o nimero CAAE
26445314.3.0000.5379, no dia 10\04\2014.

3.2. Obtengdo das amostras fecais
Foram utilizadas 424 amostras fecais de criancgas, entre 6 e 12 anos de idade, mantidas
sob conservagdo (dicromato de potdssio 2,5%), em um Laboratério de Andlises Clinicas do
municipio de Aragatuba. Essas amostras fizerem parte do programa de Controle das Parasitoses,
em criancgas do ensino fundamental de Aracatuba-SP, desenvolvido pela Prefeitura Municipal e
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o Centro Universitario UniSALESIANO. Apds essas amostras terem sido examinadas por esse
laboratério para outras enteroparasitos, as mesmas foram oferecidas e utilizadas para o
presente estudo na pesquisa de oocistos de Cryptosporidium, no laboratério de parasitologia do
UniSALESIANO, respeitando-se as normas do CEP.

3.3. Pesquisa parasitoldgica de Cryptosporidium spp.

Apds feitos os esfregacos diretos das amostras conservadas, essas foram coradas pela
técnica de Ziehl-Neelsen modificada (ZNm) (Método de Kinyoun modificado (NETO et al., 1995),
e examinadas por duas pessoas, a0 microscopio Optico, (400x), levando-se em conta a
morfologia, morfometria e caracteristicas tintoriais do oocisto. O primeiro examinador avaliou
todas as laminas em busca de oocistos e outras estruturas semelhantes no tamanho, na forma
e na cor. O segundo examinador, avaliou todas as laminas selecionadas pelo primeiro
examinador, bem como laminas consideradas negativas, escolhidas ao acaso, para o controle
das amostras consideradas negativas.

4. RESULTADO
Apds dupla andlise microscépica dos esfregacos, ndo foram encontrados oocistos de
Cryptosporidium spp., em nenhuma das 424 (100%) amostras de fezes examinadas.

5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

As criancas apresentam dois aspectos peculiares a idade. O primeiro é o bioldgico
relacionado com a imaturidade do sistema imunoldgico. O segundo estd associado ao
comportamento de maior contato com o ambiente, a despreocupacao e auséncia de habitos
higiénicos, ainda em formacdo favorecendo a provavel ocorréncia das infec¢Ges (SILVA et al.,
2003; MASCARINI; DONALISIO, 2006). Além disto, a contaminag3o pode ser favorecida por varias
fontes de infec¢do, como esgoto, rios, lagos, dgua para consumo e recreagdo (HUNTER;
NICHOLS, 2002, (SANTOS et al., 2004)) como também, por fezes de animais, bovinos e silvestres
contaminados.

Como ndo ha na pesquisa cientifica uma padroniza¢do de métodos para o diagnédstico
laboratorial de Cryptosporidium spp., muitos utilizam métodos microscépicos, imunolégicos ou
moleculares empregados para esse fim (OSTERHOLM et al., 1992). Ha autores que optam apenas
polo exame parasitologico (OSHIRO et al., 2000) ou dois métodos, sendo um o imunolégico e
outro o parasitolégico (ANDRADE et al., 2008), ou o molecular e o parasitolégico (LALLO;
BONDAN, 2006). Os varios graus de sensibilidade na detec¢do do parasita proporcionados pelos
diversos métodos, explicam a provavel diferenca de resultados na ocorréncia de
criptosporidiose encontrados na literatura.

Nesse estudo, a realizagdo do diagndstico parasitolégico apenas por esfregacos diretos,
sem um processo de concentragdo, pode ter sido uma das possiveis causas da auséncia de
oocistos (100% de negatividade) nas amostras examinadas. Por outro lado, o baixo nimero de
oocistos que o paciente pode eliminar, também influencia no resultado dos exames (MILLARD
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et al., 1994). Igualmente foi observado em estudo para investigar a contaminagao do esgoto
tratado do municipio de Campinas, onde detectaram maior nimero de cistos de Giardia (54,5%)
comparativamente aos oocistos de Cryptosporidium (10,5%) encontrados (SANTOS et al., 2004).
Mesmo considerando que agua é o meio veiculador mais eficaz de patdgenos é preciso
considerar que a populagdo estudada conta com a dgua tratada para o consumo, podendo
também, incluir como uma das possiveis contribuicdes para o resultado encontrado.

A idade das criancas deve ser outro aspecto considerado no presente estudo, pois a
frequéncia da criptosporidiose é maior em criangas abaixo de 5 anos de idade, diferindo da faixa
etdria de 6 a 12 anos de idade considerada nessa avaliagdo (PEREIRA et al., 2002; SCHNACK et
al., 2002) como ja anteriormente documentado, principalmente nas mais novas (até 1 ano) e
com baixos indices de oocistos (SILVA et al., 2003).

Dessa forma, uma reflexdo sobre a utilizacdo de metodologia padronizada para a
pesquisa de Cryptosporidium deveria ser considerada pela comunidade cientifica, envolvida
nessa linha de pesquisa, contribuindo para obtencdo de resultados mais aproximados, sobre
tudo quanto aos aspectos epidemiolégicos dessa protozoose.

Ao observar a auséncia de oocistos de Cryptosporidium nas amostras analisadas por
meio de exame parasitoldgico direto, pode-se concluir que é necessario a utilizacao
concomitante de outros exames para o enriquecimento das amostras, afim de proporcionar
resultados fidedignos e especificos.
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