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Deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. em criancas atendidas no Laboratério do
Hospital Infantil da cidade de Lages, SC

Detection of Cryptosporidium spp. in children seen at the Children's Hospital Laboratory in the city
of Lages, SC
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Resumo: Cryptosporidum spp. acomete a borda das microvilosidades intestinais levando a um
quadro clinico caracterizado por diarreia, desidratacdo, dores abdominais, vOmito e febre
principalmente em individuos imunocomprometidos como pacientes HIV e criangas. A
criptosporidiose é uma doenca emergente, sendo Cryptosporidium spp. transmitido pelo contato direto
entre pessoa-pessoa, animal-pessoa ou ainda de forma indireta pelo consumo de &gua e alimentos
contaminados. O objetivo do trabalho foi detectar a presenga de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais de criangas atendidas pelo Laborat6rio do Hospital Infantil da cidade de Lages, Santa Catarina.
Das 76 amostras analisadas pela técnica de Ziehl Neelsen, 18,42% (14/76) foram positivas. A
positividade para oocistos de Cryptospordium spp. em relacdo ao sexo, 14,28% (6/42) foram
diagnosticados em meninos e 23,52% (8/34) em meninas; ja para faixa etéria a idade de 7 anos foi a
mais prevalente. Das 14 amostras diagnosticadas pelo Ziehl Neelsen, 64,29% (9/14) foram positivas
para Cryptosporidium spp. pelo diagndstico molecular através da técnica da PCR. Em virtude da
criptosporidiose ocorrer principalmente em criangas, € necessario fazer o diagndstico seguro e eficaz.

Palavras-Chave: criptosporidiose; diagnostico; Ziehl Neelsen; enteroparasitose.

Abstract: The Cryptosporidium spp. affects the edge of the intestinal microvilli leading to a
clinical condition characterized by diarrhea, dehydration, abdominal pain, vomiting and fever, mainly
in immunocompromised individuals such as HIV patients and children. Cryptosporidiosis is an
emerging disease and Cryptosporidium spp. transmitted by direct contact between people-person,
animal-person, or indirectly by consuming contaminated water and food. The objective was to detect
Cryptosporidium spp. in stool samples from children in the Children's Hospital Laboratory of Lages,
Santa Catarina. Of the 76 samples analyzed by the Ziehl Neelsen technique, 18.42% (14/76) were
positive. The positivity for Cryptosporidium spp. was 14.28% (6/42) in boys and 23.52% (8/34) in
girls; being that, seven years old (three samples) was more prevalent. Of the 14 samples diagnosed by
Ziehl Neelsen, 64.29% (9/14) were positive for Cryptosporidium spp. using the PCR technique. As the
disease occurs mainly in children, it is necessary to guarantee an accurate diagnosis.
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Introducéo

Cryptosporidum spp. é um parasito
intracelular obrigatorio, que produz através
de reproducdo sexuada oocistos que sdo
eliminados  pelas fezes de  seus
hospedeiros, desenvolvendo quadros de
diarréia, principalmente em individuos
imunocomprometidos (FAYER et al.,
2000). Em

manifestacbes sdo pouco perceptiveis,

pacientes normais  as
porém em criancas e pacientes HIV, o
parasito se prolifera intensamente levando
a caracteristica clinica da criptosporidiose
(LIMA, 2005).

Em relagdo as espécies de
Cryptosporidium  spp. que infectam
humanos, sete espécies do protozoario sao
descritas: C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis e C.
muris (PEREIRA et al, 2009).
Cryptosporidium hominis € mais comum
na América do Norte, América do Sul,
Austrélia e Africa, enquanto C. parvum é
mais prevalente na Europa (SAVIOLI et
al., 2006).

A criptosporidiose é considerada
mundialmente uma zoonose que pode
afetar o homem e um grande nimero de
silvestres.

animais domeésticos e

Entretanto, a infecgdo em humanos ocorre

por carater antroponotico (entre humanos)
ou zoondtico (animal para o homem ou
vice-versa) (BORGES et al., 2007). Em
relacio &  transmissdo  zoondtica,
normalmente é associada a baixas praticas
de higiene quando em contato com fezes,
leite in natura, &gua ou contato com
animais infectados, considerados
importantes reservatorios de contaminacgéo
humana e ambiental (FAYER et al., 2000).
Ainda a protozoose pode ser transmitida
por forma indireta pelo consumo de &gua e
alimentos contaminados (DUPONT et al.,
1995).

Para Fayer (1997), a transmisséo do
Cryptosporidium spp. através do meio
ambiente é importante, especialmente,
ap0s a ocorréncia de numerosos surtos
associados ao consumo ou contato com
aguas contaminadas. Alguns fatores
biol6gicos e caracteristicas préprias do
Cryptosporidium  spp.  facilitam a
transmissdo da doenca através da agua
onde uma das principais caracteristicas
bioldgicas deste protozoario € a acentuada
resisténcia dos oocistos a desinfeccdo
principalmente por cloro e outros
desinfetantes quimicos empregados nos
processos de tratamento da 4gua

(QUINTERO-BETANCOURT & ROSE,
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2004).

Como a diarréia é a principal
manifestacdo clinica, o diagndéstico clinico
ndo permite uma diferenciacdo especifica
do agente causal. Nesse caso, a
confirmagdo laboratorial constitui uma
ferramenta imprescindivel para estabelecer
o diagnostico diferencial, na qual requer o
uso de técnicas especificas de concentracdo
e coloracdo (GRIFFITHS, 1998).

Para Chiuchetta (2010), vérias
técnicas de diagndstico sdo descritas, como
técnicas de concentracdo, coloracdo e
analise microscépicas, ainda métodos
imunoldgicos e técnicas moleculares. A
analise por PCR (polymerase chain
reaction) possui alta especificidade e pode
detectar pequenas quantidades de parasitos
em fezes ou em bidpsias de tecidos fixados
em parafina. Dentre as coloragdes, para
analises microscopicas, as mais
recomendadas sdo o método de Ziehl-
Neelsen modificado (ZNm) e o método do
tricomico alcool-acido-resistente (AFT-
acid-fast-trichromic). Segundo De Carli
(2000), na rotina laboratorial as coloragdes
acidas  resistentes sd&0 0SS  mais
recomendados para a demonstracdo dos
oocistos de Cryptosporidium spp. nas
fezes. A resisténcia acida pelo protozoario
estd relacionada a presenca de lipidios,
ligados fortemente a parede celular, que

resistem a extracdo sucessiva com alcool-

éter e cloroférmio (GARCIA et al., 2000).

A aplicacdo do diagndstico pela
coloracdo do Ziehl-Neelsen apresenta
desvantagem visto que ndo permite uma
distincdo entre as possiveis espécies e
genétipos que o parasito apresenta,
principalmente em relacédo a caracteristicas
epidemioldgicas para a transmissdao do
parasito. As técnicas biomoleculares
representam uma alternativa ao diagndstico
convencional, tanto em amostras clinicas
quanto ambientais, exigindo quantidades
muito menores de oocistos  para
identificacdo do parasito. A determinagéo
das diferentes espécies e gendtipos é
indispensavel para avaliar a importancia
em saude publica com finalidade de
compreender melhor as rotas de
transmissdo e fontes de contaminacdo
(SMITS & HARTSKEERL, 1995).

O objetivo do trabalho foi detectar
a presenca de Cryptosporidium spp. em
amostras fecais de criancas atendidas pelo
Laboratorio do Hospital Infantil da cidade
de Lages, Santa Catarina.
Materiais e Métodos

A pesquisa foi realizada no periodo
de junho a dezembro de 2014, através da
andlise de amostras fecais de criancas entre
zero a 12 anos de idade atendidas pelo
Laboratorio do Hospital Infantil da cidade
de Lages, Santa Catarina. O trabalho teve
aprovacgdo segundo o Comité de Etica em
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Seres Humanos da Universidade do
Planalto Catarinense (UNIPLAC), parecer
n® 631 de 2014.

As  amostras  fecais  foram
encaminhadas e analisadas no Laboratorio
UNIPLAC.

Inicialmente as fezes foram submetidas aos

de Parasitologia da

métodos de sedimentacdo espontanea de
Hoffman et al. (1934) e centrifugo-
sedimentacdo em formol-éter (Ritchie)
(DE CARLI, 2000). Os precipitados
resultantes da sedimentacdo espontanea
foram analisados para verificacdo de ovos
de parasitos; ja os precipitados da técnica
de Richie foram preparados esfregacos
finos em ladmina para a deteccdo de
oocistos de Cryptosporidium spp. pela
coloracdo acido-resistente (Método de
Ziehl-Neelsen modificado). O método de
Ritchie (1948) foi modificado por Ridley
& Hawgood (1956), para a concentragao
de cistos e ovos de parasitos, sendo
adaptado para concentracdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. O diagnédstico do
protozoario foi através da coloracdo com
visualizagdo em  microscopia  Optica
(Nykon) no aumento de 1000 x para
confirmacgéo da estrutura parasitaria.

Para certificar o diagnostico pela
técnica de coloragcdo do protozoario, as
amostras foram submetidas a técnica de
PCR para o diagnostico molecular, esta
segunda parte da pesquisa foi realizada no

Laboratorio de Hemoparasitas e Vetores da

Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC).

O processo de extracdo de DNA
dos oocistos de Cryptosporidium spp. por
ultra-som foi descrito por Becker (1999) e
Deng & Cliver (1999). Ao precipitado
contendo oocistos foi adicionado 1,5 mL
de tampédo TEN (Tris-HCI 10 mM, EDTA
10 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) e
suspendido precipitado usando agitador
mecénico com baixa velocidade sendo
ap0s a amostra submetida ao ultra-som
Sonoplus 2200 Bandelin por 4 ciclos de 30
segundos (50 Hertz) e intervalo de 1 min.,
sob temperatura de 4°C. Apds este
procedimento as  amostras  foram
congeladas em nitrogénio liquido (-196°C)
por 5 min. e descongeladas por 5 min. a
95°C, este processo de congelamento e
descongelamento foi realizado trés vezes.
Posteriormente foi adicionado as amostras
15 pL de proteinase K e foram mantidas a
42°C over night.

A remocdo dos restos celulares e
proteicos obtidos pela digestdo da
proteinase K foi feita com a utilizacdo
fenol/cloroférmio. Para este processo foi
adicionado as amostras o dobro do volume
de fenol, foram realizadas a
homogeneizacao por inversdes por 10 min.
e entdo centrifugadas a 14.000 x g por
10min. a 4°C. A parte liquida foi
transferida para um novo microtubo, sendo

adicionado entdo igual volume de

10
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fenol/cloroférmio (500uL / 500uL), foi
novamente homogeneizado por inverséo
por 10 min. e centrifugado a 14.000 x g por
10 min. a 4°C. O liquido foi transferido
para um novo microtubo e a este foi
adicionado o igual volume de cloroférmio
puro, 0 tubo foi invertido para
homogeneizacdo durante 10 min. e
novamente centrifugado a 14.000 x g por
10 min. a 4°C. O DNA foi precipitado com
10% de acetato de sodio (3M, pH 5.2 ) e
lavado com dois e meio volumes de etanol
absoluto, deixando em repouso por 12
horas. Apds este periodo a amostra foi
centrifugada a 20.000 x g por 30 min. a
4°C. O precipitado foi duas vezes lavado
com 300pL de etanol a 70% e centrifugado
a 20.000 x g por 10 min. a 4°C, O

precipitado foi seco em concentrador

(eppendorff) por 20 min. a 45°C,
precipitado e eluido em 50uL de &gua
Milli Q por 12 horas a 4°C. O material foi
armazenado a -20°C para posterior anélise.

Para a deteccdo molecular o DNA
do parasito foi realizado a reagcdo em
cadeia de polimerase (PCR). Estes
métodos moleculares séo rapidos, sensiveis
e especificos, permitindo ampliar e
identificar sequéncias de DNA do parasito
(GARCIA & MARCONDES, 2007; LIMA
2005).

A PCR foi realizada utilizando-se
um par de iniciadores genérico para
Cryptosporidium spp. (Xiao et al., 2001)
da regido hiper-variada do gene 18SSU
rDNA. Este conjunto de iniciadores
amplifica uma regido de 1350 pares de

base, segundo a Tabela 1.

Tabela 1- Iniciadores usados na técnica de PCR para identificagdo da presenca de DNA de

Cryptosporidium spp. nas amostras de fezes

INICIADORE REGIAO SEQUENCIA 5°-3’ FRAGMENTO
S GENICA AMPLIFICADO
INICIADOR | 18SSU rDNA | 5TTCTAGAGCTAATACATCCG 1350 PB
3
REVERSO 18SSU rDNA | 5"CCCATTTCCTTCGAAACAGG 1350 PB
A3

Para controle negativo, foram
usados, amostras fecais negativas no

exame de coloracdo de Ziehl Neelsen, ja o

controle positivo foi através de uma
amostra  cedida  gentilmente  pelo

Laboratorio de Parasitologia  da
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UNICAMP. Para a concentragdo das dNTP
foram utilizadas 0,2 mM com 0,5 pL de
volume por reacdo, com primer iniciador
na concentracdo de uso de 20 pmol no
volume de 0,2 plL por reacdo e para o
segundo  primer com a mesma
concentracdo e volume,

Para a primeira reacdo da PCR,
foram utilizados os iniciadores citados na
tabela acima com 3ul. de DNA gendmico,
para a segunda reacdo foram utilizados
3ul da primeira reagdo e os iniciadores
com o0s mesmos fatores de reagdo e
condi¢cdes de amplificacdo: um ciclo de
94°C por 3 minutos; 35 ciclos a 94°C por
45 segundos; 55°C por 45 segundos; 72°C
por 1 minuto e uma extensdo final outro
ciclo a 72°C por 5 minutos.

A amplificacdo foi realizada no
termociclador (LifePro®) e os produtos da
amplificacdo foram armazenados a 4°C até
a realizacdo da eletroforese em gel de

agarose a 1,6%. Os produtos amplificados

da PCR foram detectados por meio de
eletroforese em gel de agarose preparado a
1,5% em tampdo TAE 1X. 15 pL dos
produtos da amplificagdo foram aplicados
no gel, acrescido de 2 pL de tampdo de
amostra, e submetidos a corrente elétrica
de 100V numa cuba de eletroforese, onde
realizava-se a corrida eletroforética para a
separacao das bandas.

Apos a separacdo dos produtos da
PCR por eletroforese, o DNA foi
visualizado em fonte ultravioleta, em
seguida o gel foi foto documentado. Para
avaliar os tamanhos dos fragmentos foi
usado marcador de massa molecular de
DNA de 100 pb (Kasvi™).
Resultados e Discusséo

O diagnostico das amostras atraves
da técnica de Ziehl Neelsen revelou a
presenca de estruturas compativeis para
oocistos de Cryptosporidium spp. em
18,42% (14/76) amostras segundo as

caracteristicas morfotintoriais, na Figura

Figura 1 - Oocistos de Cryptosporidium spp. (setas vermelhas) corados pela técnica de Ziehl Neelsen

(Vis. 1000x).
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Das 76 amostras fecais analisadas,
42 (55,26%) foram do sexo masculino e 34
(44,74%) do sexo feminino. Em relacéo a
faixa etaria, 31,58% (24/76) foram de
criancas entre zero a dois anos; 26,31%
(20/76) entre trés a cinco; 18,42% (14/76)
entre seis a oito e 23,68% (18/76) de nove
a 12 anos. Para a consisténcia fecal das
amostras, 21,05% (16/72) apresentavam-se
diarreicas, destas 68,75% (11/16) foram de
meninos e 31,25% (5/16) de meninas.

MMV 49 17 26 12 10 18

Wil (|

. — —
_-_—===--

Das 14 amostras diagnosticadas
pelo Ziehl Neelsen, 64,29% (9/14) foram
positivas para Cryptosporidium spp. pelo
diagnostico molecular, conforme mostra a
Figura 2.

A positividade para oocistos de
Cryptospordium spp. em relacdo ao sexo,
14,28% (6/42) foram diagnosticados em
meninos e 23,52% (8/34) em meninas; ja
para faixa etaria a idade de 7 anos foi a

mais prevalente.

38 67 41 CN

—

@1350pb e
= 800pb
—

Figura 2 - Resultado da amplificagdo de gene 18SSU rDNA de Cryptospordium spp.
em amostras clinicamente positivas (nimeros); MM - Marcador de massa molecular. CN —

Controle negativo.

Para Macedo et al. (1999), a maior
vulnerabilidade das criancgas a
criptosporidiose pode ocorrer devido a
alguns fatores, como: permanéncia em
tempo integral ou semi-integral em
creches, pouca capacidade de
deslocamento e maior contato pessoa-
pessoa, 0 que pode facilitar a manutengéo
do ciclo do parasito visto que é
monoxénico.

Em diferentes estados do Brasil,

Cryptosporidium spp. tem sido
diagnosticado em diferentes prevaléncias
em criancas (0 a 12 anos de idade) de
4,2%, 3,3% e 1,8% em Uberlandia (MG)
(GENNARI-CARDOSO et al., 1996), Rio
de Janeiro (RJ) (SILVA et al.,, 2003) e
Ribeirdo Preto (SP) (MEDEIROS et al.,
2001). Ainda sobre a idade dos pacientes
acometidos pelo protozoario, Gatei et al.
(2003) e Oshiro et al. (2000) reportam que

no Brasil, o protozoario causa maior
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ndmero de casos de morbidade e
mortalidade em criangas de zero a cinco
anos de idade.

Carvalho-Costa et al. (2007), ao
avaliarem criangas hospitalizadas por
gastroenterite, na cidade do Rio de Janeiro
(RJ), demonstraram que 0
Cryptosporidium  spp. foi  detectado
principalmente em criangas internadas por
diarréia aguda, na qual esta caracteristica
ndo foi observada neste trabalho em Lages.
No Recife, amostras fecais analisadas pelas
técnicas de Ziehl-Neelsen modificada e
coloragdo com fucsina-carbolica (método
Kinyoun) em criancas provenientes de uma
creche publica, a positividade de oocistos
de Cryptosporidium spp. foi 32,4%
(59/182), sendo a faixa etaria mais
acometida estava entre trés a cinco anos de
idade (54,2%), ainda destas amostras 44%
(26/59) eram diarréicas (NASCIMENTO
et al., 2009).

Segundo  Pérez-Cordon et al.
(2005), a identificacdo de espécies de
Cryptosporidium spp. baseada em técnicas
morfomeétricas sdo pouco confidveis, por
isso, faz-se necessario o diagndstico por
outras metodologias, e a técnica de PCR
mostra ser altamente sensivel e especifica e
capaz de fazer o diagnostico em amostras
contendo apenas um oocisto. Para
Chiuchetta (2010), o método de Ziehl
Neelsen, ainda continua sendo o método de

diagnostico mais indicado, apresentando

alta sensibilidade e especificidade, porem,
para Magi et al. (2006), também sobre as
técnicas de diagndstico em uma pesquisa
na Italia envolvendo as técnicas de
microscopia e de PCR, o0s autores
obtiveram diferenga significativa entre
ambas as técnicas. Esta diferenca
encontrada na pesquisa na Itdlia entre as
técnicas ndo pode ser comparada nesta
pesquisa, uma vez que somente foram
diagnosticadas na PCR amostras positivas
no diagnastico de coloracéo.

Em relagdo as demais técnicas
coproparasitologicas utilizadas na
pesquisa, a técnica de sedimentacédo
espontanea foram encontradas apenas
cistos de Entamoeba coli em duas
amostras, porém este protozoario ¢ um
comensal da microbiota intestinal n&o
apresentando nenhuma interferéncia no
resultado laboratorial para
Cryptosporidium spp.

Ainda sobre o diagnostico de
Cryptosporidium spp. por meio da
microscopia, este ndo é um diagndstico
simples, pois depende de um microscopista
bem treinado, é um método trabalhoso,
cansativo e relativamente demorado. O
profissional pode as vezes diagnosticar
infeccbes equivocadamente ou ndo a
diagnosticar, pois a morfologia do oocisto
é incerta. Ainda Jex et al. (2008) citam que
métodos de coloragdo com produtos

quimicos tais como negrosina, verde

9
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brilhante, mebromide e verde malaquita
que coram o material de fundo nas laminas
e deixamos oocistos sem corar 0 que pode
interferir em diagndsticos falso-negativos;
além do que também ndo é (til para avaliar
submetidas a

amostras condicdes

desfavoraveis, como as  amostras
ambientais, que podem modificar a
morfologia do parasito (ALMEIDA, 2004)

Diante de todas estas dificuldades e
deficiéncias para um diagnostico seguro
para 0 protozoario, a biologia molecular
vem permitindo esclarecer a identificagio
especifica de Cryptosporidium spp. bem
como o conhecimento da populacdo
intraespecifica. Gracas a esta ferramenta
foi possivel verificar que em seres
humanos, tanto em surtos quanto em casos
esporadicos de infeccdo, C. hominis, é
quase que exclusivamente o0 agente
etiolégico, e C. parvum, uma espécie
zoondtica com numerosos hospedeiros. Por
fim, as técnicas de biologia molecular e a
analise filogenética do gene codificador do
RNA ribossémico 18S (18S rRNA) tém
permitido  diferenciar 40  genoOtipos
diferentes (humano, macaco, bovino,
canino, camundongo, suino, equino,
cervideo, leporino, entre outros, na qual
permitem identificar a epidemiologia da
rota de transmisséo (CHALMERS &

DAVIES, 2010; SMITH et al., 2009).

Concluséo

O diagnéstico de  parasitos
intestinais na populacdo infantil é de suma
importancia, visto que as parasitoses
intestinais € uma das causas mais comum
de diarreia. Em  virtude de a
criptosporidiose ocorrer principalmente em
criancas, é necessario fazer o diagnostico
seguro e eficaz, uma vez que as técnicas de
coloragdo embora sejam as mais
comumente empregadas nos laboratorios
apresentam limitacdes ndo somente pela
dificuldade do diagnostico, bem como
também ndo permite fazer um estudo da
forma de infeccdo uma vez que ndo tem
capacidade de determinar as caracteristicas
genotipicas das espécies do parasito. Desta
forma faz-se necessario difundir o emprego
do diagnostico molecular em laboratorios
que prestam servicos principalmente em
hospitais infantis e desta forma melhorar a
salde da populacao infantil.
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