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RESUMO

OLIVEIRA, Amanda Gleyce Lima de. Estudo de Cryptosporidium em cées e gatos
domiciliados por meio do diagnostico microscopico e molecular. 2017. 91p. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal. Rio de
Janeiro, Brasil, 2017.

A criptosporidiose € uma infeccdo intestinal e respiratoria causada por Protistas parasitos do
género Cryptosporidium que infectam uma ampla variedade de hospedeiros em todas as
classes de vertebrados. A importancia das vias de transmissdo na epidemiologia da
criptosporidiose ndo é totalmente clara, entretanto, na Gltima década varias técnicas de
biologia molecular foram desenvolvidas para diagnosticar espécies de Cryptosporidium,
genotipos e subtipos. Estas técnicas estdo sendo utilizadas para estudos epidemiol6gicos em
areas endémicas e epidémicas, o que melhorou significativamente a compreensdo da
transmissdo de criptosporidiose em seres humanos e animais. Neste contexto, o presente
estudo teve como objetivos: diagnosticar por meio do exame parasitologico de fezes de cées e
gatos domiciliados a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp.; caracterizar
genotipicamente as espécies do género através do sequenciamento nucleotidico e realizar
andlises filogenéticas, comparando as sequéncias obtidas com aquelas sequéncias depositadas
no GenBank. No total, 119 amostras fecais foram coletas de residéncias pertencentes ao bairro
de Campo Grande, Zona Oeste do municipio de Rio de Janeiro, Brasil. Oocistos de
Cryptosporidium foram detectados nas amostras de 5/64 (7,8%) cdes e 3/55 (5,4%) gatos.
Apos a realizagdo do sequenciamento, C. canis (n = 3) e C. parvum (n = 2) foram as espécies
identificadas em cdes e C. felis (n = 3) foi detectada em gatos. As trés espécies diagnosticadas
neste estudo sdo consideradas de importancia em salde humana e animal. Além da
criptosporidiose ser debilitante para o hospedeiro, esses dados refletem preocupacdo, pois as
espécies diagnosticadas, apresentam potencial zoondtico. Além da importancia do diagnostico
de espécies de Cryptosporidium neste estudo, outros parasitos gastrointestinais foram
detectados e ndo devem ser negligenciados, visto que também apresentam importancia tanto
em saude humana quanto animal. Os resultados obtidos neste estudo constituiram primeiro
registro de parasitismo por C. parvum em cées confirmado no Brasil e consequentemente, no
estado do Rio de Janeiro através do uso de ferramentas moleculares, contribuindo para tracar
a epidemiologia molecular deste agente etiologico mundialmente.

Palavras-chaves: cdo, gato, Cryptosporidium, diagnéstico parasitoldgico, diagndstico
molecular, espécies zoondticas.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Amanda Gleyce Lima de. Study of Cryptosporidium in domiciled dogs and
cats through microscopic and molecular diagnosis. 2017. 91p. Dissertation (Master’s
Degree in Veterinary Sciences, Veterinary Parasitology). Rural Federal University of Rio de
Janeiro, Institute of Veterinary Medicine, Department of Parasitology Animal. Rio de Janeiro,
Brazil, 2017.

The cryptosporidiosis is a intestinal and respiratory infection caused by parasites protists of
the genus Cryptosporidium that infect a wide host range in all classes of vertebrates. The
importance of transmission routes in the epidemiology of cryptosporidiosis is not totally clear,
however, in the last decade several techniques of molecular biology have been developed to
diagnose species of Cryptosporidium, genotypes and subtypes. These techniques are being
used for epidemiological studies in endemic and epidemic areas, which has significantly
improved the understanding of the transmission of cryptosporidiosis in humans and animals.
In this context, the present study had the following objectives: to diagnose the presence of
Cryptosporidium spp. oocysts by parasitological examination of faeces of dogs and cats
domiciled; genotyping the species of the genus through nucleotide sequencing and performing
phylogenetic analyzes, comparing the sequences obtained with those sequences deposited in
GenBank. In total, 119 fecal samples were collected from residences belonging to the Campo
Grande neighborhood, West Zone of the city of Rio de Janeiro, Brazil. Cryptosporidium
oocysts were detected in the samples of 5/64 (7.8%) dogs and 3/55 (5.4%) cats. After the
sequencing, C. canis (n = 3) and C. parvum (n = 2) were identified in dogs and C. felis (n = 3)
was detected in cats. The three species diagnosed in this study are considered of importance in
human and animal health. Besides cryptosporidiosis is debilitating for the host, these data
reflect concern, because the species diagnosed have a zoonotic potential. In addition to the
importance of the diagnosis of Cryptosporidium species in this study, another gastrointestinal
parasites were detected and should not be neglected, since they are also important in both
human and animal health. The results obtained in this study constituted the first registry of
parasitism by C. parvum in dogs confirmed in Brazil and consequently in the state of Rio de
Janeiro through the use of molecular tools, contributing to trace the molecular epidemiology
of this etiological agent worldwide.

Key words: dog, cat, Cryptosporidium, parasitological diagnosis, molecular diagnosis,
zoonotic species
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1 INTRODUCAO

A humanidade tem estreitado cada vez mais a relacdo com animais de companhia. O
contato fisico e o compartilhamento do mesmo espaco de vida sdo a¢des muito comuns nos
lares, onde esses animais frequentemente recebem uma atencdo semelhante aos membros da
familia. Muitas pesquisas demonstram os beneficios a salide dos humanos quando estdo de
posse dos seus animais de estimacdo, principalmente de cdes e gatos. Dentre 0s varios
motivos para obtencdo desses animais, destaca-se a espontaneidade com que interagem com o
ser humano. Além de serem dotados de muita energia e possuirem um amor incondicional por
seus tutores, eles influenciam o desenvolvimento social e emocional, e promovem um estilo
de vida ativo, proporcionando conforto, companheirismo, lazer, seguranca, relaxamento e
diminuicdo do estresse. Esses beneficios podem ser a curto e longo prazo, tendo impactos
positivos em quase todos os estagios da vida humana.

A maioria das residéncias brasileiras tem animais de companhia. De acordo com dados
de duas pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2013 a quantidade de moradias com cdes no Brasil era maior do que com criangas e
adolescentes entre 0 e 14 anos de idade (IBGE, 2015a; IBGE, 2015b). Segundo a Associagédo
Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET), o Brasil é o
quarto pais com a maior populacdo de animais de estimacdo do mundo, ficando atras da
China, Estados Unidos e Reino Unido (ABINPET, 2015). Além disso, o Brasil é o segundo
maior pais no mercado de pets, perdendo somente para Estados Unidos (WALSH, 2009).

Entretanto, apesar de todos os beneficios que esses animais, especialmente caes e
gatos, proporcionam ao ser humano, é preciso também considerar os aspectos negativos desta
relacdo. A convivéncia com animais de companhia, além de aumentar a possibilidade de
transmissdo de zoonoses, pode desenvolver em seus tutores alergias ao pelo do animal,
mordeduras e arranhfes. Ainda assim, a perda de um animal, seja por doenga,
desaparecimento ou roubo, pode acarretar muito sofrimento e angustia, inclusive levando a
depressao.

Os tutores de cdes e gatos muitas vezes ndo tém conhecimento de que seus animais
podem abrigar microrganismos capazes de infectad-los. Dentre as possiveis zoonoses que
humanos podem adquirir através do contato com esses animais, destaca-se a criptosporidiose,
uma doenca causada pelo Protista parasito do género Cryptosporidium.

Cryptosporidium € visto como um microrganismo oportunista, responsavel por causar
infecgBes intestinais e respiratdrias em uma ampla variedade de hospedeiros da classe dos
vertebrados em todo 0 mundo. Este patdgeno é considerado de importante preocupacao para a
salde publica e veterinaria, pois a sua forma infectante, o oocisto, € facilmente dispersada no
ambiente, tendo como via de infec¢do a forma fecal-oral; quer através do contato direto com
humanos ou animais infectados, ou indiretamente, através dos alimentos e da agua.

A infeccdo por Cryptosporidium pode causar diarréia abundante, aquosa com colicas,
dor abdominal e nduseas tanto em animais quanto em humanos. Geralmente é autolimitante
em humanos imunocompetentes, com duracdo de apenas 2-4 dias, podendo tornar-se grave
em situacdes onde h& imunocomprometimento. Neste caso, ha maior probabilidade de
infeccdo por espécies de Cryptosporidium que, muitas das vezes, sdo diagnosticadas em cées
e gatos, devido a relagdo humano-animal.

Estudos moleculares tém demonstrado que a maioria das infec¢fes de cdes e gatos é
causada por Cryptosporidium canis e Cryptosporidium felis, respectivamente, denotando
especificidade por esses hospedeiros. Por outro lado, Cryptosporidium parvum é reconhecida

1



como uma espeécie generalista, apresentando uma gama de hospedeiros, incluindo humanos, e
ocasionalmente, cdes e gatos. Atualmente, C. felis é classificada como a quarta espécie do
género Cryptosporidium mais comumente diagnosticada em seres humanos, seguida da
espécie C. canis.

Embora o ser humano e animais de companhia possam se infectar com
Cryptosporidium spp., o papel de cées e gatos na transmissdo da criptosporidiose humana
ainda ndo estd claro. Por isso, nos ultimos anos, 0 interesse na investigacdo de
criptosporidiose canina e felina vem se destacando em diversas partes do mundo. Este fato é
de suma importancia para um melhor entendimento dos possiveis fatores de risco que levam a
transmissdo e propagacdo da infecgdo de Cryptosporidium entre os animais de estimagéo e
seus proprietarios.

Considerando a relevancia que os animais de companhia, em especial 0s cées e 0s
gatos, possuem na vida humana e que esses animais, ao eliminarem fezes no ambiente
domiciliar colaborariam para dispersdo ambiental da forma infectante de Cryptosporidium, o
presente estudo teve por objetivos: diagnosticar por meio do exame parasitologico de fezes de
cdes e gatos domiciliados a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp.; caracterizar
genotipicamente as espécies do género através do sequenciamento nucleotidico e realizar
andlises filogenéticas, comparando as sequéncias obtidas com aquelas depositadas no
GenBank.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importéancia dos Animais de Companhia

Nas Ultimas décadas, os animais de companhia tornaram-se cada vez mais importante
na vida dos seres humanos. Numerosos estudos cientificos demonstram os beneficios desses
animais para a salude humana, que contribuem significativamente tanto para o0
desenvolvimento fisico, social e emocional dos seus proprietarios como também facilitam na
recuperacdo de determinadas doencas (BECK, MEYERS, 1996; WELLS, 2007; WELLS,
2009). Com base nisso, muitos profissionais e voluntarios passaram a inserirem animais em
trabalhos terapéuticos (O'HAIRE, 2010). O termo padronizado para esses trabalhos é Terapia
Assistida por Animais (AAT), onde o animal é utilizado como suplemento ou associado com
outras intervencdes (ENDENBURG, van LITH, 2011).

Usufruir da companhia de um animal pode promover o desenvolvimento
socioemocional e cognitivo de criancas (ENDENBURG, van LITH, 2011). Além disso, pode
tornar-se uma fonte de interacdo social entre as pessoas (BECK, MEYERS, 1996, WELLS,
2009). Wells (2009) afirma que ter a posse de um animal de companhia pode ajudar a
diminuir o estresse e melhorar o desempenho em atividades. Tais beneficios podem ser
observados em individuos de diversas faixas etarias.

Muitos idosos sdo psicologicamente dependentes de animais de companhia. Esse
vinculo pode permitir que idosos possam viver sozinhos sem ser solitarios (BECK, MEYERS,
1996; PEREIRA et al., 2011). Os individuos com problemas neuroldgicos, como por
exemplo, autismo, sdo muitas vezes intensamente sintonizados com animais (WALSH, 2009).

A relacdo entre humanos e animais é bastante antiga. H& evidéncias fosseis do
convivio de humanos e cdes que datam entre 12 a 15 mil anos (MOREY, 1994; LOPES,
SILVA, 2012). O processo de domesticacédo e socializacdo dos animais foi uma interacdo de
cooperacdo mutua de coevolugdo vinculada com a necessidade compartilhada por alimento,
protecdo e refagio (WALSH, 2009). Nos dias atuais, 0s cdes sdo 0s animais mais comuns nos
lares brasileiros, seguidos por aves, gatos e peixes ornamentais (ABINPET, 2015).

2.1.1 Caes como animais de companhia

Os cdes (Canis lupus familiaris) foram inicialmente domesticados para cacgar e
proteger o ser humano. Eles foram valorizados pelos seus sentidos agugados e comportamento
de lealdade (WALSH, 2009). Uma das caracteristicas comportamentais mais curiosas do cao
doméstico moderno € a sua aptiddo em reagir aos sinais gestuais humanos (UDELL,
WYNNE, 2008). Acredita-se que esses animais foram possivelmente os primeiros a serem
domesticados (MOREY, 1994).

De acordo com Charnetski et al. (2004), o simples ato de acariciar um cdo reduz
significativamente a pressdo arterial da pessoa. Os cdes tém sido largamente utilizados de
forma positiva como assistentes para individuos portadores de alguma deficiéncia, incluindo,
cegos, surdos, com problemas de mobilidade e epilepsia (WELLS, 2007).

2.1.2 Gatos como animais de companhia

A domesticacdo dos gatos (Felis catus domestica) surgiu muito mais tarde em
comparacao aos cées, cerca de 5 mil anos (HU et al., 2014). Na época do desenvolvimento
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das comunidades agricolas, os gatos desempenharam um papel importante. Eles eram
responsaveis por eliminar os roedores que traziam doencas e que ameagavam as colheitas de
grdo (WALSH, 2009; HU et al., 2014).

Diferentemente dos cdes que sdo mais subordinados, os gatos sdo animais
independentes e individualistas; eles ndo precisam que os seres humanos os levem para
passear e dormem ou ficam entretidos a maior parte do dia. Essas caracteristicas podem ter
sido realmente benéficas, aumentando assim, as possibilidades da sobrevivéncia dos gatos no
domicilio (HUBER et al., 2002; UDELL, WYNNE, 2008). Udell e Wynne (2008) supdem
gue muitas vezes a escolha de gatos como animais de estimacdo seja devido ao fato que para
manté-los requer baixa manutencdo em comparagéo aos cées.

2.2 Taxonomia de Cryptosporidium

As espécies do género Cryptosporidium sdo seres eucariontes intracelulares
classificadas taxonomicamente em Império Eukaryota, Reino Protozoa, Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina
e Familia Cryptosporidiidae (O'DONOGHUE, 1995; FAYER, 2007).

Os representantes do Filo Apicomplexa apresentam, em determinadas fases do ciclo de
vida, uma estrutura denominada complexo apical, que apresenta varias organelas, que 0s
permitem penetrar nas células dos hospedeiros. Além disso, todos sdo exclusivamente
parasitos da Classe Sporozoasida, apresentando reproducdo assexuada e sexuada com
formagé@o de oocistos, e tendo a locomocdo das formas infectantes realizada por flex&o,
deslizamento ou ondulacdo do corpo do parasito (FAYER, UNGAR, 1986; CURRENT,
GARCIA, 1991; O'DONOGHUE, 1995).

Por desenvolverem a reproducdo sexuada (gametogonia) e assexuada (merogonia) e
esporogonia durante seu ciclo bioldgico, Cryptosporidium spp. pertence a Subclasse
Coccidiasina. A Ordem Eucoccidiorida agrupa representantes que sdo capazes de infectar
hospedeiros vertebrados. Em relacdo a Subordem Eimeriorina, sdo aqueles que apresentam
desenvolvimento independente de gametas (masculino e feminino) (FAYER, UNGAR, 1986;
CURRENT, GARCIA, 1991; O'DONOGHUE, 1995).

A Familia Cryptosporidiidae apresenta um Unico Género, denominado
Cryptosporidium que significa esporocisto ausente (do latim, Crypto: ausente, oculto;
Sporidium: esporo) por ndo apresentar esporocistos, 0 oocisto apresenta somente
esporozoitos. Nesta Familia estdo presentes as seguintes caracteristicas: ciclo bioldgico se
completa em um Unico hospedeiro (ciclo monoxénico), o parasito penetra na parte externa do
citoplasma da célula (intracelular extracitoplasmatico), microgametas nao flagelados, oocistos
contendo quatro esporozoitos e esporocistos ausentes (FAYER, UNGAR, 1986; CURRENT,
GARCIA, 1991; O'DONOGHUE, 1995).

Alguns autores sugerem que Cryptosporidium spp. seria mais intimamente vinculado
com 0s parasitos primitivos como as gregarinas (pertencentes a subclasse Gregarinasina que
parasitam anelideos, artropodes e moluscos) em vez de coccideos (RYAN, HIJJAWI, 2015).
Pesquisas in vitro com as espécies Cryptosporidium andersoni e C. parvum infectando ratos
revelaram formas de desenvolvimento extracelular, sugerindo que Cryptosporidium spp.
possa ndo ser um agente etioldgico intracelular obrigatério. Tal caracteristica é semelhante
aos gregarinas (HIJJAWI et al., 2002; THOMPSON et al., 2009). Outras similaridades que
sustentam a hipdtese de afinidade entre eles sdo: presenga de dupla membrana no vactolo
parasitoforo, tamanho dos oocistos, ciclo monoxeno e localiza¢do em enterocitos (HIJJAWI et
al., 2009). Apesar disso, ainda existem controvérsias na classificacdo taxondémica. Mais
investigacOes sdo necessarias para compreender a posicdo taxondmica correta do género
Cryptosporidium.



Dentro do género Cryptosporidium hd uma extensa variacdo genética. No entanto,
nem todas as espécies documentadas na literatura foram consideradas vélidas. Isso devido a
falta de informacdes morfoldgicas, bioldgicas e/ou caracterizacdo genética que possa
distinguir claramente as espécies entre si, ou entdo porque as espécies foram nomeadas fora
das regras do Cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (International Code of
Zoological Nomenclature - ICZN) (FAYER, 2007; FAYER, 2010).

Apesar de existirem controvérsias entre os autores sobre a quantidade exata de
espécies aceitas, até 0 momento, 31 espécies sio reconhecidas como validas (HOLUBOVA et
al., 2016; KVAC et al., 2016; ZAHEDI et al., 2016). Com poucas exce¢des, uma espécie de
Cryptosporidium normalmente infecta apenas uma espécie especifica ou um grupo de animais
relacionados entre si (XIAO, FAYER, 2008).

Além dessas espécies, ha cerca de 40 genotipos que sdo denominados quando tem
diferencas significativas em sequéncias parciais do gene codificador da subunidade menor do
acido ribonucléico ribossomal (SSU RNAr) (PLUTZER, KARANIS, 2009; RYAN,
HIJJAWI, 2015). Um gendtipo ndo é reconhecido com o taxon. Na verdade, se trata de uma
descricdo parcial e temporaria (FAYER, 2007). Isso porque, com o aumento de dados
bioldgicos e moleculares, acredita-se que muitos desses gendtipos possam futuramente obter o
status de espécies (XIAO, FAYER, 2008; RYAN et al., 2014). Também foram identificados
sub-gendtipos, que sdo variacbes dentro de um gendtipo. Tais variacdes auxiliam a distinguir
as fontes do parasito e sua abundancia de hospedeiros (FAYER, 2007).

2.3 Ciclo Bioldgico de Cryptosporidium spp.

O complexo ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp., que esta representado na Figura
1, é completamente desenvolvido em um Gnico hospedeiro com duracdo de aproximadamente
dois dias (O'DONOGHUE, 1995; CACCIO, PUTIGNANI, 2014). As infecgbes ocorrem
geralmente no trato gastrointestinal, entretanto, em alguns casos pode acometer também o
trato respiratdrio. Os sitios de localiza¢do do parasitismo estdo na dependéncia das espécies
que estdo envolvidas em uma determinada infecgdo (CURRENT, GARCIA, 1991,
SPONSELLER et al., 2014).

O ciclo inicia-se quando o hospedeiro se infecta ao ingerir oocistos esporulados. No
hospedeiro, ocorre o processo de excistacdo (Figura 1A), que permite a liberacdo dos
esporozoitos (Figura 1B) em cada oocisto, mediante aos estimulos fisico-quimicos no limem
intestinal (O'DONOGHUE, 1995; SPANO, CRISANTI, 2000). Os esporozoitos aderem e
penetram na parte externa do citoplasma das células do epitélio intestinal. As infeccdes sdo
predominantemente localizadas no jejuno e ileo. Apo6s a invasao, 0s esporozoitos tornam-se
ovais ou esféricos, se diferenciando em trofozoitos (Figura 1C) (O'DONOGHUE, 1995).

Em seguida, os trofozoitos multiplicam-se assexuadamente por merogonia, resultando
na formacdo de dois tipos de merontes, tipo | e tipo Il. Os merontes tipo | (Figura 1D) liberam
de seis a oito merozoitos (Figura 1E) que ao penetrarem em uma nova célula hospedeira se
transformam em outro meronte tipo | (processo de autoinfec¢do) ou entdo, meronte tipo Il
(Figura 1F). Este outro tipo desenvolve no seu interior quatro merozoitos (Figura 1G) que sdo
liberados para invadirem novas células, iniciando a fase de reproducdo sexuada por
gametogonia. Nesta fase, ocorre a formacdo de microgametas (gametas masculinos - Figura
1H) e macrogametas (gametas femininos - Figura 11). Apés a fertilizacdo do macrogameta
pelo microgameta ocorre a formagdo do zigoto (Figura 1J). Posteriormente, este se
transformara através do processo de esporogonia, em oocisto contendo quatro esporozoitos
hapléides no seu interior (FAYER, 2007; CACCIO, PUTIGNANI, 2014).
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Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp.,
demonstrando todas as fases enddgenas no epitélio intestinal. Adaptado de Bouzid et al.
(2013).

Dois tipos de oocistos sdo produzidos, a maioria com parede grossa (80%) e alguns
com parede fina (20%). Os oocistos de parede fina (Figura 1L) permanecem no hospedeiro e
liberam esporozoitos que resultam em autoinfeccdo interna. Os oocistos de parede grossa
(Figura 1M) sdo altamente resistentes as adversidades ambientais e estdo prontos para infectar
novos hospedeiros, sendo eliminados junto as fezes do hospedeiro infectado (CURRENT,
GARCIA, 1991; SCORZA, TANGTRONGSUP, 2010). Estes oocistos sdo eliminados pelo
hospedeiro totalmente esporulado e sdo, portanto, imediatamente infectantes (FAYER,
UNGAR, 1986).

Os oocistos apresentam-se com parede lisa, incolor, de forma esférica a subesférica,
com quatro esporozoitos alongados no seu citoplasma e um corpo residual (SMITH, 2007). O
tamanho dos oocistos varia de 3,0 a 8,5 um, dependendo da espécie (FAYER, 2007; ZEIBIG,
2014). Ao contrario dos outros membros da Subclasse Coccidiasina, 0 oocisto de
Cryptosporidium spp. ndo tem esporocisto. Outras formas evolutivas, tais como merozoitos e
gametdcitos, ndo sdo observadas em amostras fecais; elas sdo detectadas apenas em materiais
de biopsia intestinal (ZEIBIG, 2014).

2.4 Infeccé@o por Cryptosporidium spp. em Cées e Gatos
2.4.1 Patologia e sinais clinicos

Criptosporidiose ou criptosporidiase € uma infeccdo intestinal ou respiratoria causada
por Protistas parasitos do género Cryptosporidium que infectam uma ampla variedade de
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hospedeiros da classe dos vertebrados (FAYER, UNGAR, 1986; SMITH, NICHOLS, 2010).
Esta doenca é responsavel por episodios de diarreia prolongada ou persistente associados a
dor abdominal (O'DONOGHUE, 1995; LUCIO-FORSTER et al., 2010).

A gravidade e a duragéo da enfermidade dependem da suscetibilidade do hospedeiro e
das espécies de Cryptosporidium envolvidas, podendo ser assintomatica, aguda ou crénica
(O'DONOGHUE, 1995; FAYER, 2007; GALECKI, SOKOL, 2015). Em algumas situacdes,
pode conduzir a uma doenca grave, potencialmente fatal (FAYER, UNGAR, 1986;
ROBERTSON et al., 2000).

O primeiro caso clinico de criptosporidiose em cdes foi evidenciado na Escocia por
Tzipori e Campbell (1981), que detectaram anticorpos contra Cryptosporidium nos soros de
16 de 20 cées. Porem, apenas dois anos mais tarde foi descrita a associacdo do agente
etiologico com o processo da doenca, através de um cdo, com uma semana de vida, sofrendo
de diarreia aguda (WILSON et al., 1983). Depois disso, criptosporidiose canina foi relatada
em todo o mundo, envolvendo tanto os cdes assintomaticos como os diarreicos
(GIANGASPERO et al., 2006; EDERLI et al., 2008; SANTIN, TROUT, 2007; SAMIE et al.,
2013; SILVA et al., 2016).

Embora os oocistos de Cryptosporidium spp. sejam frequentemente detectados nas
fezes dos cdes, a maioria dos animais infectados apresenta fezes normais (ABE et al., 2002;
LUPO et al., 2008; MCKENZIE et al., 2010; YOSHIUCHI et al., 2010; XU et al., 2016).
Entretanto, os cdes podem eliminar oocistos por 22 a 88 dias e serem assintomaticos
(YOSHIUCHI et al., 2010), sendo que é mais provavel encontrar oocistos nas fezes de
animais com diarreia (HUNTER, THOMPSON, 2005; GIANGASPERO et al., 2006). Alem
disso, oocistos nas fezes sdo mais comumente detectados em cdes mais velhos
(BATCHELOR et al., 2008).

Os sinais clinicos séo tipicos em filhotes e geralmente estdo associados a doencas
concomitantes, como a cinomose canina (FUKUSHIMA, HELMAN, 1984; TURNWALD et
al., 1988), Parvovirus (DENHOLM et al., 2001) ou uma imunodeficiéncia (GREENE et al.,
1990; WILLARD, BOULEY, 1999). Contudo, a presenca de infec¢Bes concomitantes
dificulta a determinacdo se Cryptosporidium spp. é a principal causa da doenca.

A infeccdo por Cryptosporidium spp. em gatos foi relatada pela primeira vez no Japéo
(ISEKI, 1979). Desde entdo, Cryptosporidium spp. parece ser comum em gatos
assintomaticos e sintométicos em todo o mundo (RAMBOZZI et al., 2007; SANTIN,
TROUT, 2007; FERREIRA et al., 2012; SAMIE et al., 2013; SILVA et al., 2015). As
infeccbes sdo mais comumente observadas em filhotes (RAMBOZZI et al., 2007;
YOSHIUCHI et al., 2010). A maioria dos estudos que incluem gatos experimentalmente e
naturalmente infectados menciona a eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium spp. sem a
presenca de sinais clinicos (MTAMBO et al., 1991; NASH et al., 1993; FAYER et al., 2006).
Isso também foi observado por Yoshiuchi et al. (2010), onde gatos com criptosporidiose
eliminavam oocistos por 48 a 116 dias e ndo apresentavam sinais clinicos de diarreia.

Contudo, os oocistos tém sido também observados nas fezes de gatos com diarreia
(GOODWIN, BARSANTI, 1990; LENT et al., 1993; MORGAN et al., 1998; FITZGERALD
et al., 2011). Animais com imunossupressao, como a infec¢do pelo virus da leucemia felina
(Feline leukemia virus - FeLV), sdo também susceptiveis a desenvolverem sinais clinicos de
doenga (MONTICELLO et al., 1987; LEMOS et al., 2011). Rambozzi et al. (2007) relataram
que os gatos sdo mais propensos a infeccdo por Cryptosporidium spp. se infectados com
outros parasitos entéricos. A incidéncia e a importancia clinica de criptosporidiose em gatos
sdo desconhecidas, mas a criptosporidiose pode ser incluida no diagnéstico diferencial de
felinos com diarreias cronicas (SANTIN, TROUT, 2007).



2.4.2 Transmissao

A infeccédo por Cryptosporidium spp. ocorre atraves da transmissao de oocistos por via
fecal-oral de forma direta ou indireta. A forma direta é pelo estreito contato com o hospedeiro
infectado e a indireta € pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados com residuos fecais
contendo oocistos (XIAO, FAYER, 2008; RYAN et al., 2014). Normalmente, cées e gatos
eliminam apenas 10% oocistos por grama de fezes. No entanto, a ingestdo de uma pequena
quantidade de oocistos é o suficiente para que o hospedeiro possa se infectar (SCORZA,
TANGTRONGSUP, 2010; SCORZA, LAPPIN, 2012; RYAN et al., 2014).

A 4gua é um importante veiculo de transmissdo de criptosporidiose. Ha relatos da
presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em fontes de agua potavel, aguas de rios e
mares, e aguas residuais de diferentes localizacdes geogréficas (NICHOLS et al., 2010;
KOOMPAPONG, SUKTHANA, 2012; GALVAN et al., 2014; MAHMOUDI et al., 2015;
BUENO FRANCO et al.,, 2016). Esses oocistos séo bastante resistentes ao cloro nas
concentracdes aplicadas no tratamento de agua convencional para consumo humano. Além
disso, por serem muito pequenos, 0s oocistos podem passar pelos filtros utilizados durante
esse tratamento, colaborando assim, para sua disseminagdo (ZEIBIG, 2014; GALECKI,
SOKOL, 2015).

Alimentos contaminados com oocistos de Cryptosporidium spp. e consumidos crus ou
levemente cozidos constituem fontes de infeccdo (SMITH, NICHOLS, 2010). Pesquisa feita
em Turim, na Italia, revelou que a quantidade de gatos alimentados com comida caseira e
mista (racdo e comida caseira) e que contrairam criptosporidiose era cinco vezes maior em
comparacdo com 0s gatos que ingeriam somente racdo (RAMBOZZI et al., 2007). Maior
positividade para Cryptosporidium spp. foi observada também em cdes domiciliados da
cidade de Lages, Santa Catarina, que recebiam apenas dieta caseira, reafirmando a relevancia
dos alimentos para a epidemiologia da infeccdo (MOURA et al., 2009). Além disso, no
mesmo estudo realizado em Santa Catarina, foi revelado que animais mantidos em ambiente
com terra/grama apresentaram maior positividade do que agueles mantidos em ambiente sem
esta caracteristica.

Ambientes superlotados, como abrigos, clinicas veterinarias e pet shops, e condi¢bes
insalubres podem promover a propagacao de Cryptosporidium spp. entre os animais (LALLO,
BONDAN, 2006; ITOH et al., 2014; XU et al., 2016). Além disso, a presenca de animais
assintomaticos pode influenciar na contaminacdo do ambiente e ocasionar a infec¢do ativa
naqueles que sdo imunocomprometidos (SILVEIRA-NETO et al., 2015). Levando em
consideracdo a alta resisténcia dos oocistos, a contaminacdo do ambiente pode durar varios
meses, servindo como um reservatério de infeccdo (THOMPSON et al., 2008; YOSHIUCHI
et al., 2010; GALECKI, SOKOL, 2015).

2.4.3 Tratamento

Criptosporidiose em animais saudaveis geralmente ha a cura espontaneamente. No
entanto, a diarreia em animais imunocomprometidos pode ser dificil de ser controlada. A
principal finalidade para um tratamento € interromper a diarreia (SCORZA,
TANGTRONGSUP, 2010). Caso apresentem desidratacdo grave é indicado a reposicéo oral
ou intravenosa de liquidos. Outro aspecto que deve ser lembrado é a ingestdo de alimentos de
facil digestdo (RAMIREZ et al., 2004; SCORZA, TANGTRONGSUP, 2010).

Diversos farmacos foram testados para tratar criptosporidiose. Infelizmente, a maioria
deles ndo mostrou eficacia (ZEIBIG, 2014). A falta de opcOes terapéuticas contribui para alta
prevaléncia e distribuicdo generalizada de Cryptosporidium spp. (RYAN et al, 2014). O Gnico
tratamento aprovado pela Administracdo de Alimentos e Drogas (Food and Drug
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Administration - FDA) nos Estados Unidos foi com nitazoxanida (Alinia™, no Brasil
conhecido como Annita®). Todavia, foi apenas prescrito para ser administrado em humano,
ou seja, ndo existem medicamentos aprovados para cdes e gatos (FOX, SARAVOLATZ,
2005; BOWMAN, LUCIO-FORSTER, 2010).

O numero de relatos publicados sobre o tratamento da criptosporidiose canina e felina
ainda e reduzido. A nitazoxanida foi testada em uma gata infectada por Cryptosporidium spp.
que resultou no desaparecimento de oocistos nas fezes logo apés o tratamento (BARR et al.,
1994). Pimentel et al. (2011) ao investigarem a eficiéncia da nitazoxanida verificaram que na
dosagem preconizada para criancas (7,5 mg/kg) ndo exerceu efeito no tratamento da
criptosporidiose em cées. Scorza e Tangtrongsup (2010) recomendam a dosagem de 25 mg/kg
por via oral a cada 12 horas durante pelo menos 7 dias. No entanto, este farmaco pode gerar
irritacdo gastrointestinal e vomitos com frequéncia.

O uso da azitromicina parece ser seguro em cdes e gatos, sendo a irritacao
gastrointestinal leve e o seu efeito colateral mais significativo. Porém, podem ser necessarias
varias semanas de tratamento para que a diarreia possa cessar plenamente. Além do mais, esse
antibidtico pode ser oneroso em animais de grandes portes (SCORZA, TANGTRONGSUP,
2010). FitzGerald et al. (2011) trataram um gato com criptosporidiose com 5,3 mg/kg de
azitromicina a cada 12 horas por 2 semanas. O vomito cessou, mas a diarreia persistiu, apesar
de ter melhorado.

Outros farmacos que também tém sido administrados em cdes e gatos séo tilosina e
paromomicina. A tilosina ndo é tolerada pela maioria dos gatos, pois tem um paladar
desagraddvel. Nesse caso, 0 uso em capsulas se torna necessario (SCORZA,
TANGTRONGSUP, 2010). Shahiduzzamana e Daugschiesb (2012) acreditam que atualmente
a utilizacdo da paramomicina seja a melhor escolha para o tratamento da criptosporidiose
canina e felina. Porém, é digno de nota que animais com diarreia ndo podem ser tratados com
paromonicina, porque sua absor¢cdo pode desenvolver nefrotoxicidade (SCORZA,
TANGTRONGSUP, 2010).

2.4.4 Profilaxia

A realizacdo regular de exames parasitoldgicos de fezes em cées e gatos, com ou sem
diarreia, € uma importante medida de controle e profilaxia. Porém, como a quantidade de
eliminacdo de oocistos nas fezes pode variar ciclicamente de dia para dia, um resultado
negativo ndo exclui a possibilidade da parasitose. Entdo, sempre que possivel, os exames de
fezes devem ser repetidos ao longo de alguns dias (HUBER et al., 2005; MEKARU et al.,
2007; GALECKI, SOKOL, 2015), com a intengdo de proporcionar melhores condicdes de
salde para os animais e impedir o risco de transmissdo para seus tutores (PEREIRA et al.,
2011).

Seguir boas praticas de higiene e ferver a adgua para limpeza de recipientes para
acondicionamento de &gua e alimentos podem minimizar as chances de exposi¢do ao oocisto
de Cryptosporidium spp. (SCORZA, TANGTRONGSUP, 2010). Outra medida que pode ser
eficaz é a exposigdo desses recipientes a luz solar, uma vez que 0s oocistos sdo sensiveis a
radiacdo ultravioleta de emissdes entre 248 e 295 nm e tornam-se irreversivelmente inativados
(ROCHELLE et al., 2005; SILVEIRA-NETO et al., 2015). O ato de separar 0s animais
diarreicos de outros animais normais também pode ser benéfico (SCORZA,
TANGTRONGSUP, 2010).

Apesar dos esforgos para o desenvolvimento de uma vacina contra a criptosporidiose,
até o momento, ndo existe nenhuma disponivel. Um dos principais motivos da dificuldade em
formular uma terapia eficaz parece ser a localizacdo incomum do parasito dentro da célula
hospedeira (RAMIREZ et al., 2004; RYAN et al., 2014). Com isso, as expectativas para a
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criagdo de uma vacina ainda parecem muito distantes, embora sua utilizacdo em animais teria
um valor consideravel no combate da doenca (THOMPSON et al., 2008).

2.5 Diagnostico da Criptosporidiose

Diversas técnicas podem ser empregadas na deteccdo de Cryptosporidium spp., cada
uma com sensibilidade e especificidade diferentes. As técnicas comumente utilizadas sdo as
microscopicas, imunoenzimaticas e moleculares, as quais apresentam tanto vantagens como
desvantagens. Coelho et al. (2009) e Meireles (2010) sugerem que a combinagdo de duas ou
mais técnicas seja necessaria para aumentar a precisdo do resultado.

2.5.1 Diagnostico atraves da microscopia

Tradicionalmente, a microscopia € utilizada para deteccdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em &gua, alimento e/ou amostras de fezes (O'DONOGHUE, 1995;
NICHOLS et al., 2010). Os métodos baseados na observacdo de oocistos na microscopia tém
vantagens devido ao baixo custo dos reagentes, serem relativamente simples e capazes de
determinar a intensidade da infeccdo (MEIRELES, 2010; SILVEIRA-NETO et al., 2015).
Além do mais, esses métodos ndo sdo especificos apenas para o diagndstico de
Cryptosporidium spp., sendo assim, outros parasitos gastrointestinais também podem ser
detectados durante a analise. Isso pode ser relevante quando ha sintomatologia clinica de
diarreia, que ndo é especifico unicamente para criptosporidiose (THOMPSON et al., 2008).

Os oocistos de Cryptosporidium spp. podem ser dificeis de serem detectados
microscopicamente devido ao seu pequeno tamanho, e eventualmente sdo muito parecidos
com leveduras, esporos de fungos, algas, residuos vegetais e outros detritos fecais (FAYER et
al., 2000; MEIRELES, 2010). Por isso, os examinadores precisam ser bem treinados para que
possam observar e identificar corretamente o parasito e desse modo, impedir que ocorram
resultados falso-positivos e vice-versa (HUBER et al., 2002; MEIRELES, 2010).

Morfologicamente os oocistos de Cryptosporidium spp. sdo semelhantes, ndo sendo
garantida a correta identificacdo da espécie (SMITH, NICHOLS, 2010; YOSHIUCHI et al.,
2010). Dessa forma, técnicas de diagnostico utitizando a microscopia ndo sdo capazes de
identificar as espécies envolvidas numa infeccdo (JEX et al., 2008), mas podem servir como
um procedimento de triagem (SCORZA, TANGTRONGSUP, 2010; LEMOS et al., 2011).

Uma variedade de métodos para concentrar oocistos em amostras fecais, corar e
imunomarcar foram elaboradas com o propésito de auxiliar na identificacdo confidvel do
parasito, mesmo quando h& uma baixa carga parasitaria (FAYER, UNGAR, 1986;
O'DONOGHUE, 1995). Lemos et al. (2011) enfatizam que os esporozoitos dentro dos
oocistos devem ser observados para evitar um resultado incorreto. Na literatura brasileira, 0s
métodos mais usados para diagnosticar criptosporidiose sdo 0s baseados na microscopia, isto
por causa dos custos das técnicas moleculares (MEIRELES, 2010; BRESCIANI et al., 2013).

Os oocistos podem ser detectados utilizado-se esfregacos fixados em formalina e
corados pelo Giemsa. Além disso, o uso de lugol ou coloragdo alcool-acidorresistente
modificada também auxilia na identificacdo dos oocistos (ZEIBIG, 2014). H& ainda outras
técnicas de coloracdo que sdo bastante empregadas na detectacdo de oocistos em amostras
fecais como Ziehl-Neelsen modificada (MOURA et al., 2009; ANJOS et al., 2013), Kinyoun
(BRESCIANI et al, 2008, LEMOS et al., 2011) e Safranina-azul de metileno
(BALASSIANO et al., 2009; MUNDIM et al., 2009). Entretanto, com a utilizacdo dessas
metodologias podem ocorrer problemas de sensibilidade e especificidade, podendo apresentar
resultados variaveis entre laboratérios (ELLIOT et al., 1999).

Os procedimentos de concentracdo de oocistos, como flutuagédo em solugéo de sulfato
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de zinco modificada e flutuacdo em solucdo de Sheather, sdo métodos necessarios
principalmente quando uma determinada amostra é analisada em microscopia de contraste de
fase (ZEIBIG, 2014). Os ensaios de imunofluorescéncias tém sido estudados em amostras
fecais de cées e gatos (LUPO et al., 2008; KOSTOPOULOU et al., 2017). Um dos principais
beneficios desse ensaio € a capacidade de combinar o reconhecimento imunolédgico do
microrganismo com a analise morfolégica microscopica, com isso, os resultados falso-
positivos sdo raros. Porém, apresenta a limitacdo de ter a necessidade do uso de um
microscopio de fluorescéncia (SCORZA, TANGTRONGSUP, 2010).

2.5.2 Diagnostico por ensaios imunoenzimaticos

Os ensaios imunoenzimaticos visam detectar antigenos especificos nas fezes através
de anticorpos. A principio, eles foram criados para uso com fezes humanas, porém, eles
também tém sido utilizados para testar amostras fecais de cdes e gatos (MEKARU et al.,
2007; RIMHANEN-FINNE et al., 2007). Como esses ensaios utilizam anticorpos que foram
desenvolvidos contra C. parvum, existe a chance de obter resultados falso-negativos quando
comparados com diferentes antigenos (SCORZA, TANGTRONGSUP, 2010).

Dentre o0s ensaios imunoenzimaticos mais utilizados na deteccdo da infeccdo por
Cryptosporidium spp. se destacam-se 0 ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay - ELISA) e o ensaio imunocromatografico (FAYER et al., 2000; JEX
et al., 2008). Entretanto, ainda podem ser utilizadas como técnicas de diagnosticos a reacdo de
aglutinacdo em latex, o anticorpo policlonal fluorescente, a imunofluorescéncia com
anticorpos monoclonais, dentre outras (FAYER et al., 2000).

De modo geral, os ensaios imunoenzimaticos apresentam mais sensibilidade e
especificidade em comparagdo com as técnicas microscopicas, além de fornecerem resultados
mais rapidos (GARCIA, SHIMIZU, 1997; RAMIREZ et al., 2004). A principal desvantagem
do uso desses ensaios esta relacionada com a probabilidade de ocorréncia de reacdes cruzadas
com outros microorganismos, podendo gerar resultados falso-positivos (FAYER et al., 2000).
Assim como as técnicas de microscopia, 0S ensaios imunoenzimaticos ndo conseguem
determinar a espécie/genotipo de Cryptosporidium envolvida na infeccdo (JEX et al., 2008).

2.5.3 Diagnostico através das ferramentas moleculares

As ferramentas moleculares sdo sensiveis e especificas para a deteccdo de DNA de
determinado agente etiolégico, incluindo Cryptosporidium, sendo capazes de identificar
espécies e/ou gendtipos e/ou subtipos envolvidos em determinadas infeccdes (EL-MADAWY
et al., 2010; SMITH, NICHOLS, 2010).

Esta caracteristica é de fundamental importancia, pois permite avaliar a epidemiologia
e as medidas de prevencéo e controle de surtos de criptosporidiose (RAMIREZ et al., 2004;
EL-MADAWY et al., 2010). Porém, devido ao seu custo, essas técnicas sao normalmente
restritas a estudos epidemioldgicos, ou seja, ndo sdo rotineiramente utilizadas em laboratorios
de diagnostico (THOMPSON et al., 2008).

Dentre os métodos moleculares destaca-se a Nested-PCR, onde séo usados dois pares
de primers, cada par em uma etapa. Na primeira etapa é feita uma reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR), ocorrendo uma amplificacdo do material genético analisado e na segunda
etapa, uma reamplificacéo é realizada (XIAO et al., 1999a; HUBER et al., 2007).

Outras metodologias moleculares tém sido empregadas para o diagnostico de
Cryptosporidium, como polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-
RFLP), atualmente sendo pouco utilizada; PCR em tempo real (QPCR) dentre outras (FAYER
et al., 2000; JEX et al, 2008).
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Para a caracterizacdo molecular de Cryptosporidium é realizado o sequenciamento dos
fragmentos que foram amplificados na PCR ou em uma das suas variantes (HUBER et al.,
2007). Em geral, o marcador molecular mais utilizado é o gene da subunidade 18S do RNA
ribossomal (18S RNAr), mas outros marcadores também tém sido empregados, como gene
codificante da glicoproteina 60kDa (gp60), proteina do choque térmico resistente ao calor de
70kDa (hsp-70) e proteina da parece do oocisto (COWP) (MORGAN et al., 2000; FAYER et
al., 2001; PAVLASEK, RYAN, 2007; JEX et al., 2008; BESER et al., 2015).

2.6 Espécies de Cryptosporidium Parasitando Cées e Gatos
2.6.1 Cryptosporidium canis

Morgan et al. (2000) identificaram e descreveram geneticamente o gendtipo canino de
Cryptosporidium, confirmando que se tratava mesmo de uma nova espécie. No ano seguinte,
a espécie foi nomeada como C. canis por Fayer et al. (2001). O surgimento desta evidéncia
genética foi bastante significativo, principalmente porque C. canis e C. parvum sao
morfologicamente e antigenicamente semelhantes (MORGAN et al., 2000; FAYER, 2010).
Tais semelhancas permitiram que muitas infecgdes em cdes fossem relatadas
equivocadamente como C. parvum (FAYER, 2010).

O local de parasitismo de C. canis € o intestino delgado do hospedeiro e seus oocistos
apresentam diametro maior de 4,95 um e didmetro menor de 4,71 um (FAYER et al., 2001,
SMITH et al., 2007). Infecgdes por C. canis sdo mais frequentemente relatadas no céo
doméstico (Canis lupus familiaris) (HUBER et al., 2007; THOMAZ et al., 2007; PALMER et
al., 2008; JIAN et al., 2014; OSMAN et al., 2015; XU et al., 2016), entretanto tem sido
detectado em outros hospedeiros, como cdes-guaxinins (Nyctereutes procyonoides),
mangustos (Herpestes ichneumon) raposas (Vulpes vulpes e Vulpes lagopus) e visons
(Mustela vison) (ZHANG et al., 2016a; ZHANG et al., 2016b; MATEO et al., 2017).

2.6.2 Cryptosporidium felis

O primeiro relato de gatos naturalmente infectados por Cryptosporidium foi descrito
no Japdo por Iseki (1979), baseado na morfometria do parasito e nas tentativas sem sucesso de
transmissao em outros hospedeiros. O mesmo autor nomeou a espécie de C. felis. O tamanho
médio dos seus oocistos ¢ de 4,6 x 4,0 um (SARGENT et al., 1998), tendo como local de
parasitismo também o intestino delgado do hospedeiro (SMITH et al., 2007).

Por apresentar elevada especificidade ao hospedeiro, até os dias atuais, C. felis é a
espécie mais prevalente em gatos (HUBER et al., 2007; THOMAZ et al., 2007; PALMER et
al., 2008; YOSHIUCHI et al., 2010; SILVEIRA-NETO et al., 2015; XU et al., 2016). Além
de gatos, hd apenas dois relatos descrevendo a presenca dessa espécie em bovinos
(BORNAY-LLINARES et al., 1999; CARDONA et al., 2015). Mais recentemente, Mateo et
al. (2017) realizaram a primeira descricdo molecular de C. felis em raposa (Vulpes vulpes).

2.6.3 Cryptosporidium muris

A primeira espécie de Cryptosporidium nomeada foi C. muris, a qual foi diagnosticada
nas células das glandulas gastricas de camundongos. Tyzzer foi o responsavel por descrever
detalhadamente o ciclo bioldgico e as fases de desenvolvimento, aléem de nomear essa espéecie
(TYZZER, 1907; TYZZER, 1910). Os oocistos de C. muris foram mensurados e tiveram o
didmetro maior de 7,0 um e diametro menor de 5,0 um (TYZZER, 1910).

Cryptosporidium muris, uma espécie predominantemente de roedores, também foi
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isolado em populacbes canina e felina. Santin et al. (2006) relataram pela primeira vez C.
muris em um gato. No entanto, ndo foi possivel determinar se o gato simplesmente abrigava
0s oocistos de um roedor infectado que havia ingerido ou se tinha uma infeccdo ativa.
Posteriormente, outros autores também identificaram C. muris em gatos (PAVLASEK,
RYAN, 2007; FITZGERALD et al., 2011; YANG et al., 2015). No estudo de FitzGerald et al.
(2011), foi diagnosticado infecgdo mista com C. felis e C. muris em um gato com histérico de
diarreia.

Ha& dois relatos de C. muris em cdes (LUPO et al., 2008; ELLIS et al., 2010), sendo
que Lupo et al. (2008) acreditam que a infeccdo no cdo pode estar associada ao acesso a
roedores infectados. Porém, cdes infectados com C. muris, podem apresentar sintomatologia
clinica (ELLIS et al., 2010), assim como também serem assintomaticos (LUPO et al., 2008).

2.6.4 Cryptosporidium parvum

Em 1912, Tyzzer identificou microorganismos semelhantes a Cryptosporidium no
intestino delgado de camundongos de laboratério. Contudo, até aquele momento, apenas uma
Unica espécie tinha sido detectada, C. muris (TYZZER, 1910; FAYER, UNGAR, 1986).
Porém, devido a diferenca na localizagdo intestinal e oocistos de tamanhos menores em
comparacdo com C. muris, foi considerado que houve a descoberta de uma nova espécie, C.
parvum (TYZZER, 1912).

Cryptosporidium parvum apresenta baixa especificidade ao hospedeiro, podendo
parasitar uma grande variedade de mamiferos, sobretudo bezerros. Em estudos experimentais,
C. parvum foi capaz de infectar cdes e gatos (AUGUSTIN-BICHL et al., 1984; LLOYD,
SMITH, 1997); casos de infec¢Oes naturais ocorrem ocasionalmente nestes hospedeiros
(SLAPETA, 2013). Parece que infeccdes por C. parvum em gatos sdo mais raras do que em
ces (XIAO et al., 1999b; HAJDUSEK et al., 2004; GIANGASPERO et al., 2006; EL-
MADAWY et al., 2010; SOTIRIADOU et al., 2013; LI et al., 2015).

O oocisto de C. parvum apresenta didmetro maior de 5,0 um e didmetro menor de 4,5
um (SARGENT et al., 1998). At¢ hoje, esta ¢ a espécie mais estudada, apresenta Uma enorme
diversidade genética com subtipos caracterizados (XIAO, FAYER, 2008).

Dentre as espécies de Cryptosporidium, C. parvum tem sido a mais regularmente
diagnosticada contaminando aguas (NICHOLS et al., 2010; KOOMPAPONG, SUKTHANA,
2012; GALVAN et al., 2014; MAHMOUDI et al., 2015; BUENO FRANCO et al., 2016),
sendo uma forma de facilitar sua dispersdo no ambiente.

2.6.5 Relatos de outras espécies de menor ocorréncia em cées e gatos

Algumas outras espécies de Cryptosporidium também foram detectadas em cées e
gatos, porém os registros sdo quantitativamente menores. No estudo de Gil et al. (2017), foi
diagnosticado Cryptosporidium hominis, espécie conhecida por infectar exclusivamente ser
humano, em um céo. Os autores acreditam que o cdo pode também atuar como novo
hospedeiro adequado para C. hominis. Outros exemplos de espécies de Cryptosporidium
encontradas em cdes sdo C. meleagridis (HAJDUSEK et al., 2004), C. scrofarum
(KOSTOPOULOU et al., 2017) e C. ubiquitum (LI et al., 2015), espécies que foram
originalmente descritas a partir de peru, suinos e porco-espinho, respectivamente (SLAVIN,
1955; FAYER et al., 2010; KVAC, et al., 2013).

Ha pouco tempo, C. ryanae, o gendtipo Cryptosporidium do rato Il e um novo
gendtipo mais intimamente relacionado a este genotipo foram identificados infectando
naturalmente gatos (YANG et al., 2015). Cryptosporidium ryanae foi descrito a partir de
bovinos e desde entdo, parece que esta espécie esta restrita a este hospedeiro (FAYER et al.,
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2008; SLAPETA, 2013). A deteccdo de Cryptosporidium associado a roedores (gen6tipo do
rato 111 e 0 novo gendtipo) no gato pode ndo ser propriamente uma infecgdo ativa, mas sim o
resultado da transmissd@o mecéanica devido ao consumo de roedores (falso parasitismo). Mais
pesquisas precisam ser realizadas para que haja confirmacdo (YANG et al., 2015).

2.7 Cryptosporidium como Zoonose

A criptosporidiose tem sido considerada uma significativa zoonose que representa uma
grande preocupacdo para saude publica e veterindria (LUCIO-FORSTER et al., 2010;
SOTIRIADOU et al., 2013). O género Cryptosporidium é um importante agente etiologico de
diarreias, e muitas das vezes a doenca é negligenciada. Resultados do Global Enteric
Multicenter (GEMS) mostraram que Cryptosporidium spp. estdo entre as principais causas de
diarreia grave em criancas menores de 2 anos de idade (KOTLOFF et al., 2013). A
transmissao zoonotica de Cryptosporidium através de animais domésticos foi deduzida apds
casos de humanos adoecerem depois de ficarem expostos a animais infectados
(O'DONOGHUE, 1995).

Das 31 espécies consideradas como validas algumas foram relatadas como capazes de
causar infecgdes em humanos, dentre elas estdo C. canis, C. felis e C. parvum, que também
foram diagnosticadas em caes e gatos (gLAPETA, 2013; HOLU BOVA et al., 2016; KVAC et
al., 2016; ZAHEDI et al., 2016). Contudo, 0s responsaveis pela maioria das infec¢des no ser
humano sdo C. hominis e C. parvum, sendo C. hominis mais predominante. Outras espécies,
como C. canis e C. felis, sdo casos menos comuns (XIAO et al., 2001; CAMA et al., 2007;
ELWIN et al.,, 2012a; ADAMU et al., 2014). Desse modo, acredita-se que 0 risco de
transmissdo do agente etiolégico para seres humanos através de cdes e gatos seja
provavelmente baixo (LUCIO-FORSTER et al., 2010; RYAN et al., 2014). No Quadro 1
encontram-se as espécies de Cryptospotidium associadas a infeccdo em humanos e suas rotas
de transmissé&o.

Slapeta (2013) relata que C. canis e C. parvum s3o espécies consideradas de menor
importancia em saude publica, enquanto que C. felis seria de importancia moderada. O
destaque para C. felis também foi constatado por Lucca et al. (2009) ao detectarem uma
frequéncia muito semelhante a C. parvum em humanos na cidade de S&o Paulo, Brasil,
infectados com o virus da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida Humana (SIDA),
expressando 18,5% e 14,8% respectivamente. Com base nisso, sugere-se que gatos infectados
por C. felis podem desempenhar um papel potencial na transmissdo zoonoOtica da
criptosporidiose.

O primeiro relato de C. canis e C. felis em humanos foi publicado por Pieniazek et al.
em 1999, onde os pacientes estavam infectados pelo HIV. Posteriormente, outros estudos
confirmaram a presenca dessas duas espécies no mesmo hospedeiro. A maior parte desses
relatos esta relacionada com criancas, principalmente nos primeiros anos de vida, e individuos
em condigdes de imunocomprometimento (XIAO et al., 2001; CAMA et al., 2007; LUCCA et
al., 2009; FENG et al., 2012; ADAMU et al., 2014). Estes estdo em maiores riscos em parte
por causa de razBes imunoldgicas, e consequentemente se tornam mais vulneraveis a
adquirirem infecgdes (ROBERTSON et al., 2000; KANTERE et al., 2014). Outros grupos que
também podem estar suscetiveis a infeccbes devido ao comprometimento do sistema
imunologico séo as mulheres gravidas e os idosos (KANTERE et al., 2014).
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Quadro 1. Espécies de Cryptosporidium associadas a infeccdo em humanos e suas rotas de

transmissao.

ASSOCIACAO COM

- ROTAS DE ~ PRINCIPAL ESPECIE DE
REFERENCIAS TRANSMISSAO INFECECI\'/AI‘aEI/\AOXN%%ENQA HOSPEDEIRO | Cryptosporidium
Associado a diarreia em
. humanos em todo o mundo;
Ortega-Pierres et causando surtos em
al. (2009); Antropozoonética . . Humanos C. hominis
comunidades, a maioria em
Ryan et al. (2016) : .
criangas de paises
desenvolvimento
Zoonotica (contato
. com animais de A causa mais comum de diarreia .
Ortega-Pierres et N — Mamiferos
al. (2009); progjugao, em humanos e animais, em todo incluindo C. parvum
' ' especialmente 0 mundo; ocorréncia de casos '
Ryan et al. (2016) NS o humanos
animais jovens) e esporadicos
antropozoondtica
Dados de infecgdo experimental
. L Aves e
5 em hospedeiros adultos indicam mamiferos
Slapeta (2013) Zoondtica ligeira doenca. Casos incluindo. C. meleagridis
esporadicos configurando com h
SO umanos
diarreia
e Diarreia em criangas no Peru;
] Zoonotica; com Adi -
al. (2010) transmisso pelos paises, associado a Individuos Gato C. felis
P imunossuprimidos; alguns
gatos
relatando contato com gatos
. Zoondtica; com Diarreia em criangas no Peru;
Lucio-Forster et baixo risco de casos Esporadicos paises em
al. (2010) . P ) P Céo C. canis
transmissdo pelos | desenvolvimento; alguns relatam
cdes 0 contato com cées
Chalmers et al. Causa dos surtos no Reino Coelhos e
(2009) Zoondtica Unido e casos esporadicos na hUMANnos C. cuniculus
Franca e Nigéria
Criptosporidiose gastrica; raros
Palmer et al. Zoonética relatos em paises em Roedores e C. muris
(2003) desenvolvimento associados a humanos :
individuos com HIV / AIDS
Casos esporadicos em varios .
) ” . el e Mamiferos,
Lietal. (2014) Zoonotlca’e_ PaISes, possiveiments incluindo C. ubiqutum
Antropozoonoética envolvendo 4gua contaminada '
L humanos
por fezes de animais
E?z'\gg;;;_ll' Casos esporadicos em diferentes
Adamu et ,al Antropozoonética paises, envolvendo Humanos C. viatorum
(2014) especialmente viajantes

Adaptado de Certad et al. (2017).

Algumas pesquisas diagnosticaram oocistos de C. canis e C. felis em animais e no ser
humano que residiam no mesmo ambiente domiciliar. Um casal de irmdos, uma menina de 2
anos e 7 meses de idade e um menino de 6 anos e 5 meses de idade, e um cdo foram
diagnosticados com criptosporidiose durante 0 mesmo periodo, mas as rotas da transmissédo
ndo foram determinadas (XIAO et al.,, 2007). Beser et al. (2015) suspeitaram que
provavelmente o gato foi a fonte inicial da infeccdo, devido os sintomas da doenga
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aparecerem antes da sua proprietaria, uma mulher imunocompetente de 37 anos, apresentando
um historico de doencas anteriores, incluindo Sindrome do intestino irritavel, e a utilizacéo de
corticosteroides. Entretanto, esses fatores ndo foram considerados facilitadores para a
infeccdo por Cryptosporidium. Para assegurar a dire¢do da infecgdo entre humanos e animais
requer estudos epidemioldgicos longitudinais elaborados com cautela para identificar a
historia natural da infeccdo (LUCIO-FORSTER et al., 2010).

Por questdo de seguranca, humanos devem adotar diariamente medidas de higiene para
minimizar a transmissdo da doenca entre eles e os animais de companhia. O emprego de
melhores condi¢des de saneamento basico também é fundamental (BOWMAN, LUCIO-
FORSTER, 2010). Recomenda-se que individuos imunocomprometidos evitem contatos tanto
com as fezes dos animais como com animais menores de 6 meses de idade ou animais
errantes (SCORZA, TANGTRONGSUP, 2010). Robertson et al. (2000) orienta que antes de
adquirir um animal de abrigo, por exemplo, é essencial que este seja avaliado por um
veterinario e que receba tratamento para eliminar possiveis infeccGes.

2.8 Distribuicéo da Criptosporidiose Canina e Felina no Brasil

A criptosporidiose em cées e gatos tem sido atualmente investigada em paises como
Africa do Sul (SAMIE et al., 2013), Alemanha (SOTIRIADOU et al., 2013), Australia
(PALMER et al., 2008) China (JIAN et al., 2014; LI et al., 2015; XU et al., 2016), Espanha
(GIL et al., 2017), Japdo (YOSHIUCHI et al., 2010) dentre outros. No Brasil, a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em cdes e gatos foi registrada em diferentes estados, onde Rio de
Janeiro e Sdo Paulo sdo os locais com mais relatos (Quadros 2 e 3). Contudo, é importante
ressaltar que a maioria desses estudos brasileiros ndo empregou técnicas moleculares e,
portanto, ndo foi possivel o diagndstico de espécies.

De acordo com esses estudos epidemiolégicos, a prevaléncia de infecgdes por
Cryptosporidium varia de 1,0% a 94,44% em cées e 1,45% a 54,3% em gatos. Um fato que
chama a atencdo € prevaléncia da criptosporidiose canina (94,44%) encontrada por Fernandes
et al. (2008). Em nenhum outro trabalho foi verificado uma taxa de infeccdo tdo elevada.
Todavia, existem varios fatores que podem influenciar a diferenca desses valores. Dentre eles
estdo localizacdo geogréafica, tamanho e idade da populacdo alvo, metodologia empregada e
procedéncia dos animais (HAMNES et al., 2007; DALL'AGNOL et al., 2010). Esses fatores
precisam ser levados em consideracdo quando se compara resultados de diferentes estudos
(HAMNES et al., 2007).

Pereira et al. (2011) avaliaram a positividade de Cryptosporidium spp. na populacao
de cdes e gatos em Teresépolis, Rio de Janeiro, onde 87 de 300 animais (29,0%) tinham
oocistos em suas fezes. Porém, ndo informaram separadamente a quantidade de cées e gatos
infectada. Por essa razdo, ndo foi possivel afirmar a prevaléncia da infeccdo em cada
populagdo. O mesmo aconteceu com Thomaz et al. (2007), onde nédo foi indicado o total de
cdes e gatos envolvido na pesquisa, apenas informaram o nimero de cdes e gatos infectados.

Pesquisa realizada em S&o Paulo com 450 cées verificou que por meio da técnica de
PCR foi possivel a deteccdo de Cryptosporidium spp. em trés amostras a mais do que aquelas
que foram obtidas na microscopia de luz, aplicando como metodologia esfregaco de fezes
coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen. Isso refor¢a a necessidade da implementacdo de ambas
as técnicas nos laboratorios (LALLO, BONDAN, 2006).

Grecca et al. (2013) utilizaram as mesmas técnicas aplicadas por Lallo e Bondan
(2006) em amostras fecais de cées e gatos e observaram apenas resultados negativos atraves
do diagnostico microscopico, enquanto que a utilizacdo de técnicas moleculares, apresentaram
resultados positivos em algumas poucas amostras. Os autores acreditam que a explicacao para
o resultado negativo fosse devido a pequena quantidade de oocistos presentes nas fezes dos
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animais. Resultados distintos entre diferentes metodologias também foram encontrados nas
pesquisas de Bresciani et al. (2008) e Ferreira et al. (2012).

No estudo realizado por Alves et al. (2005), os cdes domiciliados tiveram menor
prevaléncia com relagdo aos errantes, apresentando 2,08% e 6,0% de positividade,
respectivamente. Isso talvez possa ocorrer devido ao fato de que o ambiente interno e 0 menor
contato com outros animais representam baixa exposicdo a infeccdo por Cryptosporidium
(PEREIRA et al., 2011).

Quadro 2. Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em cées no Brasil de acordo com as técnicas
de diagndstico utilizadas, seus respectivos percentuais e locais das pesquisas.

R TECNICAS DE PERCENTUAL DE ESTADOS
REFERENCIAS DIAGNOSTICO POSITIVIDADE BRASILEIROS
Alves et al. (2005) M. 11/434 (2,53%) Goias

Figueiredo et al. (2004) E. I 5/269 (1,85%) . .
Mundim et al. (2007) M. 6/433 (1,4%) Minas Gerals
Navarro et al. (1997) M. 3/133 (2,25%)

0/116 (0% .

Grecca et al. (2013) M.eF. M. 13/116 (51’22)/0) Parand

Gizzi et al. (2014) M.eF. M. 10/147 (14,7%)

Silva et al. (2016) M. 31/97 (31,9%) Pernambuco
Almeida et al. (2015) M. 54/95 (56,84%) Piaui
Huber et al. (2005) M. 4/166 (2,41%)

Huber et al. (2007) F. M. 1/4 (25,0%)

Ederli et al. (2008) M. 90/200 (45%) Rio de Janeiro

Fernandes et al. (2008) M. 17/18 (94,44%)

Balassiano et al. (2009) M. 131/1500 (26,2%)

Pereira et al. (2011) M. 71264 (?)
Silva et al. (2007) M. 21/240 (8,75%) .
Silva et al. (2008) M. 61/109 (55,9%) Rio Grande do Sul
Labruna et al. (2006) M. 2/95 (2,1%) Rondbnia
Moura et al. (2009) M. 8/200 (4,0%) Santa Catarina
Frizzo et al. (2016) M. 2/28 (7,1%)
Gennari et al. (1999) M. 10/353 (2,83%)
40/450 (8,8%)
Lallo e Bondan (2006) M.eF. M 431450 (9.5%)
Funada et al. (2007) M. 43/1755 (2,4%)
Thomaz et al. (2007) M.eF. M. 917 (?)
o 4/420 (1,0% x
Bresciani et al. (2008) M.e E. I 10/420((2’4%3) Séo Paulo
Katagiri e Oliveira-Sequeira
(2008) M. 8/254 (3,1%)
Seva et al. (2010) M. eF. M. 3/28 (10,7%)
Ferreira et al. (2016) M. 28 /3099 (0,9%)
Lallo et al. (2016) M.eE. I 50/1000 (5,0%)

* M.: Microscopia; E. I.: Ensaio imunoenzimatico; F. M.: Ferramenta molecular; (?): Dados
néo informados.
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Quadro 3. Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em gatos no Brasil de acordo com as técnicas
de diagnostico utilizadas, seus respectivos percentuais e locais das pesquisas.

AUTORES TECNICAS DE PERCENTUAL DE ESTADOS
DIAGNOSTICO POSITIVIDADE BRASILEIROS
Anjos et al. (2013) M. 7/51 (13,72%) Mato Grosso do Sul
0/25 (0%) ,
Grecca et al. (2013) M.eF. M. 1/25 (4.0%) Parand

Silva et al. (2015) 6/32 (18,8%) Pernambuco
Almeida et al. (2015) 5/12 (41,67%) Piaui
Huber et al. (2002) 6/48 (12,5%)

M
M
M.
Huber et al. (2007) F. M. 9/30 (30,0%)
M
M
M

Fernandes et al. (2008) 1/3 (33,33%)
Lemos et al. (2011) 5/60 (8,33%)

Rio de Janeiro

Pereira et al. (2011) 7185 (?)
Ferreira et al. (2012) M., E.l.eF. M. 12;18; 82907/2;0)
Carrasco et al. (2016) M.eF. M. 10/100 (10%)
Dall'Agnol et al. (2010) M. 63/116 (54,3%) .
Pivoto etal. (2013) M. 6/191 (3,1%) Rio Grande do Sul
Gennari et al. (1999) M. 27/187 (14,44%)
Ragozo et al. (2002) M. 2/138 (1,45%)
Funada et al. (2007) M. 37/327 (11,3%) S0 Paulo
Thomaz et al. (2007) M.eF. M. 71?7 (?)
Coelho et al. (2009) M.eE. Il 2/51 (3,9%)
Gennari et al. (2016) M. 30/502 (5,9%)

* M.: Microscopia; E. I.: Ensaio imunoenzimatico; F. M.: Ferramenta molecular; (?): Dados
ndo informados.

Ao comparar os Quadros 2 e 3 é possivel observar que a quantidade de pesquisas
publicadas sobre criptosporidiose canina € mais frequente do que a felina. Almeida et al.
(2015) e Silveira-Neto et al. (2015) sugeriram que a justificativa provavelmente seja porque a
populacdo de cdes é maior do que a de gatos. Além do mais, a coleta de fezes de cdes é mais
facil, pois os gatos normalmente enterram suas excretas.

Os primeiros sequenciamentos de C. canis em caes e C. felis em gatos no Brasil
foram realizados por Huber et al. (2007) e Thomaz et al. (2007), tornando evidente a
circulacdo dessas duas espécies nas cidades do Rio de Janeiro e de S&o Paulo,
respectivamente. Em ambos os estudos foram utilizados PCR e Nested-PCR. Seva et al.
(2010) utilizaram as mesmas metodologias que os autores anteriores e diagnosticaram C.
canis em cées de zona rural em S&o Paulo. Entretanto, alguns outros autores, como Ferreira et
al. (2012), Grecca et al. (2013), Gizzi et al. (2014) e Carrasco et al. (2016), mencionam que
utilizaram ferramentas moleculares no diagndéstico para Cryptosporidium, mas ndo informam
as metodologias que usaram e as espécies que foram diagnosticadas, pois ndo realizaram o
sequenciamento (Quadro 4).

Em relacdo a C. parvum, apesar de alguns trabalhos brasileiros documentaram a
presenca dessa espécie em cées e gatos (GENNARI et al., 1999; RAGOZO et al., 2002;
ALVES et al., 2005; LABRUNA et al., 2006; SILVA et al., 2008), em nenhum houve a
confirmacéo através das ferramentas moleculares, metodologias imprescindiveis para que haja
a identificacdo de espécies. O unico trabalho brasileiro que relata o diagndstico de C. parvum
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em caes utilizando ferramentas moleculares foi de Lallo e Bondan (2006), porém os autores
mencionam que foi feita PCR, sem a Nested-PCR e sem a utilizacdo do sequenciamento
(Quadro 4). Na metodologia ha muitas falhas, faltando itens para se fechar um diagndstico
preciso de espécie. Logo, a real prevaléncia de C. parvum tanto em cdes quanto em gatos no
Brasil é desconhecida.

Quadro 4. Estudos brasileiros sobre Cryptosporidium em cdes e gatos utilizando ferramentas
moleculares, destacando as espécies e as metodologias aplicadas.

REFERENCIAS HOSPEDEIROS ESPECIES METODOS
Huter et al. (2007) Cées C. cams PCR, Nest.ed—PCR e
Gatos C. felis sequenciamento
Thomaz et al. (2007) Cées C. can_ls PCR, Nest_ed—PCR e
Gatos C. felis sequenciamento
Seva et al. (2010) Cies C. canis PCR, Nested-PCR e
sequenciamento
Lallo e Bondan (2006) Cées C. parvum PCR
) Cryptosporidium
Ferreira et al. (2012) Gatos sp PCR
Caes Cryptosporidium
Grecca et al. (2013) yptosp PCR e Nested-PCR
Gatos sp.
L ) Cryptosporidium
Gizzi et al. (2014) Cées sp gPCR
Cryptosporidium
Carrasco et al. (2016) Gatos sp gPCR
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Coleta das Amostras Fecais

Foram feitas coletas de fezes de cédes (Canis lupus familiaris) e gatos (Felis catus) no
bairro de Campo Grande, Zona Oeste do municipio do Rio de Janeiro (22° 52' S, 43° 33' O)
(Figura 2). Este bairro é considerado o de maior extenséao fisica e, apesar das especulacdes
imobiliarias na regido, a ocupacéo é resultante de loteamentos isolados de grandes areas com
predominio residencial de casas. Campo Grande apresenta uma economia diversificada
com areas rurais, uma zona industrial e um comércio que tem experimentado crescimento
significativo nos Gltimos anos.

Partindo das caracteristicas ocupacionais da regido, tendo o predominio de casas como
residéncias, as amostras fecais de cdes e gatos foram coletadas no interior de domicilios onde
0s animais eram criados como animais de companhia. Estes domicilios possuiam areas
externas (ou quintais), onde em alguns os animais tinham acesso fora dos mesmos, apesar
desses retornarem aos seus domicilios para se alimentarem e manterem o0 convivio com seus
tutores. Em muitos desses ambientes de criagdo de animais de companhia (cées e gatos), havia
outros animais, tais como aves domésticas (galinhas) e aves de vida livre (pombos e rolinhas).
Alguns proprietérios relataram a presenca tambeém de roedores sinantropicos.

A alimentacdo dos cées e gatos era a base de racdo que muitas das vezes nao estava de
acordo com a faixa etaria dos animais, além de sobra de alimentos de humanos. Muitos dos
animais ndo tinham acesso a assisténcia veterinaria e a agua administrada era encanada.

3.2 Descricédo da Populacao Analisada

Foram coletadas 64 amostras de cdes e 55 de gatos, totalizando 119 amostras. A
populacdo do estudo incluia cées e gatos de ambos 0s sexos, com faixa etaria entre 3 meses a
13 anos de idade, com e sem diarreia (Anexos A e B). Os cées e gatos foram classificados em
trés categorias de faixa etaria: jovens (até um ano), adultos (mais de um ano e menos de sete
anos) e idosos (a partir de sete anos). No Quadro 5 esta calculado separadamente a quantidade
de cdes e gatos de acordo com as variaveis abaixo.

Quadro 5. Percentuais das informacdes sobre sexo, idade e presenca ou auséncia de diarreia
na populacgéo total (n = 119) de cées e gatos de Campo Grande, Rio de Janeiro.

SEXO IDADE DIARREIA
ANIMAL F M <1 >1le 217 Sim Nao
ano <7 anos anos
CAES, n =64 25 39 6 35 23 24 40
(%) (39) (61) (11) (54) (36) (37,5 | (62,5)
GATOS, n=55 20 35 9 32 14 17 38
(%) (36,4) | (63,6) | (16,3) (58,2) (25,5) (31) (69)

* F: Fémea; M: Macho.
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Campo_(agricultura)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ind%C3%BAstria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Com%C3%A9rcio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ano

Figura 2. Imagens da localizagdo de coleta das amostras fecais provenientes de cdes (Canis
lupus familiaris) e gatos (Felis catus). A - Mapa do Brasil com a localizacéo do estado do Rio
de Janeiro. B - Mapa do estado do Rio de Janeiro, destacando em vermelho a regido
metropolitana do Rio de Janeiro e em verde o municipio do Rio de Janeiro
(https://pt.wikipedia.org/wiki/Mesorregi%C3%A30_Metropolitana_do_Rio_de_Janeiro). C -
Mapa do municipio do Rio de Janeiro, destacando a area de coleta das amostras fecais
(Adaptado de https://pt.wikipedia.org/wiki/Santa_Cruz_(bairro_do_Rio_de_Janeiro).
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3.3 Procedimentos de Coleta das Amostras Fecais

Para a realizacdo da coleta das amostras fecais, os proprietarios dos domicilios onde
havia cdes e gatos tiveram um esclarecimento prévio sobre a pesquisa e aqueles que aceitaram
participar, assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido autorizando a
utilizacdo das amostras fecais de seus animais. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, nimero 070/2014 (Anexo C).

Nos domicilios onde os proprietarios dos animais aceitaram participar, foi acordado
um dia de visita para a coleta das amostras fecais. Para tal, foi solicitado aos proprietarios que
ndo recolhessem as fezes dos animais no ambiente domiciliar. O propdsito dessas visitas foi
para que houvesse uma coleta adequada das amostras fecais, assim como também, a
preservacdo correta das mesmas. As coletas foram realizadas em uma Unica vez.

As amostras fecais dos cédes foram retiradas do ambiente domiciliar, considerando
apenas aquelas de aparéncia recentemente eliminadas. Foram retiradas porcdes superficiais do
bolo fecal sem que houvesse contato com o solo e foram acondicionadas em recipientes de
plastico com tampa rosqueada, contendo solucdo fisioldégica. ApOs as amostras serem
identificadas, foram acondicionadas sob-refrigeracdo e encaminhadas ao laboratério para
processamento.

Para a coleta das amostras fecais dos gatos, nos domicilios onde havia as caixas de
areia, as amostras foram coletadas diretamente nestes locais. Naqueles onde ndo havia, foram
fornecidas (doadas) as mesmas aos proprietarios, que foram orientados de como eram
colocadas no domicilio e como deveriam ser feitas a limpeza e higienizacdo. Ap6s um periodo
de adaptacdo dos animais, aproximadamente uma semana, foram acordados junto aos tutores
dos animais os dias para coleta. Uma Unica excecdo foi que em um domicilio onde havia trés
gatos jovens com diarreia, cada um foi colocado no interior de caixas de papeldo forradas com
plastico, que ap6s defecarem, foi recolhido os plasticos de forracdo do fundo e as fezes foram
coletadas. Da mesma forma que as amostras fecais dos cdes, as dos gatos foram
acondicionadas em recipientes de plastico com solucdo fisioldgica possuindo tampa
rosqueada. Em seguida, o material foi identificado, acondicionado sob-refrigeracdo e
encaminhado para o processamento.

3.4 Processamento das Amostras Fecais e Diagnostico Microscépico

O processamento das amostras fecais e o diagnostico parasitoldgico das fezes dos
animais foram realizados no laboratério de Protozoologia, situado no Departamento de
Parasitologia Animal, do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. No laboratério, as amostras fecais foram catalogadas, processadas e diagnosticadas
através da microscopia Optica utilizando a técnica de flutuacdo em solucdo saturada de agucar
(SHEATHER, 1923), com algumas alteracdes que seguem abaixo.

As amostras foram identificadas, homogeneizadas com agua destilada e filtradas com
0 auxilio de um tamis plastico descartdvel revestido com gaze para reter os residuos
grosseiros. Depois da filtragem, a solucdo foi distribuida em dois tubos conicos de 15 mL e
centrifugada por 10 minutos a 402,4 xg. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, restando
somente o sedimento.

Um tubo de cada amostra foi selecionado aleatoriamente e homogeneizado outra vez
com solucdo saturada de acucar (densidade especifica de 1,30 g/mL), enquanto que 0 outro
tubo foi armazenado sob-refrigeracdo a uma temperatura aproximada de 4 °C. Depois da
homogeneizac¢do do tubo contendo sedimento com a solucdo saturada de aglcar, o material
passou por uma nova centrifugacdo por 10 minutos a 402,4 xg.
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Posteriormente, na segunda centrifugacdo, os tubos referentes a cada amostra, foram
completados com solucdo saturada de agUcar até formar um menisco na superficie. Estes
foram cobertos com uma laminula de vidro e ap6s um periodo de cinco minutos, a laminula
foi retirada da superficie do tubo e colocada sobre uma lamina de vidro para a realizacdo do
diagnostico microscopico parasitoldgico. As amostras foram consideradas positivas para
Cryptosporidium spp. pela observacdo de oocistos na microscopia Optica de campo claro e
contraste de fase.

Das amostras diagnosticadas positivas para a presenca de oocistos de Cryptosporidium
spp., 0s tubos de 15 mL correspondentes as mesmas amostras que Se encontravam
preservados sob-refrigeracdo foram posteriormente utilizados para a extracdo de DNA e as
analises subsequentes.

3.5 Diagnostico Molecular

As trés proximas etapas, que compreendeu desde a extracdo de DNA, realizacdo das
reaces da PCR e Nested-PCR, e purificacdo do DNA, foram realizadas no laboratério de
Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experimental W. O. Neitz, pertencente ao Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

3.5.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA de Cryptosporidium sp. foi empregado o kit comercial da
Qiagen (QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit) (COKLIN et al., 2009; DAS et al., 2011), de
acordo com as recomendacdes especificadas pelo fabricante com duas modificacdes. A
primeira modificagdo foi a utilizacdo de um agitador com controle de temperatura, a uma
rotacdo de 800 rpm, para auxiliar na homogeneizacao das amostras; a segunda, foi no final da
extracdo, onde as amostras foram eluidas em 100 pL de tampdao AE (fornecido pelo
fabricante) ao invés de 200 uL como sugeria 0 manual de instrugdes, para concentrar 0 DNA
(FAYER et al., 2010).

3.5.2 ReacOes da PCR e Nested-PCR para o gene alvo 18S

A reacdo em cadeia da polimerase foi feita em duas fases, e para ambas foi usado o
18S como gene alvo. Na primeira reacdo (PCR) foram utilizados os primers 18SF: 5°- TTC
TAG AGC TAA TAC ATG CG-3" (forward) e 18SR: 5- CCC ATT TCC TTC GAA ACA
GGA-3" (reverse), obtendo-se amplicons em torno de 1.325 pb (XIAO et al., 1999b; FAYER
et al., 2010). Para a segunda fase (Nested-PCR) foram usados os primers 18SNF: 5 - GGA
AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG-3" (forward) e 18SNR: 5°- AAG GAG TAA
GGA ACA ACC TCC A-3’ (reverse), obtendo-se amplicons entre 826 a 864 pb, dependendo
da espécie de Cryptosporidium e/ou gendtipos detectados (XIAO et al., 1999b; FAYER et al.,
2010). Como controle positivo para Cryptosporidium foi utilizado uma amostra de pombos na
amplificagdo da PCR e para Nested-PCR, tendo como numero de acesso KY561382, espéecie
Cryptosporidium meleagridis (trabalho ainda ndo publicado). Para o controle negativo foi
utilizado agua ultrapura.

Na realizacéo das reac¢des da PCR, foram utilizados 4 mM de MgCI; (Invitrogen), 0,2
uM de cada primer (18SF e 18SR - Invitrogen), Tampdo Taq 1X (Invitrogen), 200 uM de
cada desoxirribonucleotideo (dNTPs - Invitrogen), 1,0 U Platinum Tag Polymerase
(Invitrogen), 2 uL de DNA da amostra e agua ultrapura (Nuclease-free water - Promega) até
completar o volume final de 25 pL. Para a reacdo da Nested-PCR foram utilizadas as mesmas
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condi¢des da PCR, com a excecdo da concentragdo de MgCl,, que passou a ser 2 mM e
também, da utilizacdo de 0,2 uM do primer 18SNF e 0,2 uM do primer 18SNR,
acrescentando 1 uL. de DNA da amostra obtida da PCR e &gua ultrapura (Nuclease-free water
- Promega) até completar o volume final de 25 pL.

As condicdes da termociclagem utilizadas para a realizacdo das reacbes da PCR e
Nested-PCR tiveram como ponto de partida a temperatura de 94 °C por trés minutos (hot
start), seguida de um total de 35 ciclos onde ocorreu a desnaturacdo do DNA a 94 °C por 45
segundos, hibridizacdo dos oligonucleotideos através de um gradiente de temperatura que
variou de 58 °C (PCR primaria) e 59 °C (PCR secundaria) por 45 segundos e a extensdo da
cadeia de DNA dos produtos formados a 72 °C por um minuto. Ao final dos 35 ciclos, foi
realizada uma etapa de extensdo a 72 °C por sete minutos.

Apobs a execucdo de todos os ciclos, 10 pL do material foi visualizado através da
eletroforese em gel de agarose a 2% (100V por 60 minutos), corado com brometo de etidio (5
pug/mL). O tampdo da amostra utilizado foi Loading Buffer 6X — tipo Ill (SAMBROOK,
RUSSEL, 2001) e o marcador usado como peso molecular foi 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). O gel de agarose foi posteriormente observado sob luz ultravioleta, analisado e
fotografado.

3.5.3 Purificacdo, quantificacdo de DNA e sequenciamento

Todas as amostras que amplificaram DNA, obtidas por meio da reacdo da Nested-
PCR, foram mais tarde purificadas utilizando ExoSAP-IT® (USB Corporagéo; Cleveland,
OH), de acordo com as recomendacdes do fabricante e depois, foram sequenciadas aplicando
0s iniciadores da Nested-PCR. O ExoSAP-IT® pode ser usado para purificar os produtos da
PCR, variando de 100 bp até mais de 20 kb. Este produto é composto por duas enzimas,
Exonuclease | (Exo I) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), as quais foram adicionadas a um
microtubo 2,5 uL de cada e mais 12,5 uLL do produto obtido da Nested-PCR.

Apbs centrifugacdo, os microtubos foram para o termociclador, inicialmente para uma
incubacdo em 37 °C por 15 minutos seguido de inativacdo das enzimas ExoSAP-IT® a 80 °C
durante 15 minutos. Desse modo, o DNA foi purificado. Dos microtubos contendo um
volume total de 17,5 puLL de amostra, foi retirado 5 uL. do material acrescentado de 1,5 puL de
tampdo que foi visualizado através da um gel de agarose a 2% (100V por 60 minutos), que foi
corado com brometo de etidio (5 pg/mL). O tampao de amostra usado foi Loading Buffer 6X
— tipo 1l (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e o marcador usado de peso molecular foi Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen) com 4 uL acrescido de 1,5 uL de tampao. O gel de agarose foi
posteriormente observado sob luz ultravioleta, analisado e fotografado, para depois ser
quantificado.

A quantificacdo de DNA de cada amostra foi feita através da visualizacdo das bandas
no gel, comparando com intensidade das bandas do marcador. Desta forma, foi dividida a
quantidade em nanogramas das bandas observadas no gel por 4, porque foi aplicado 4 pL do
marcador. O ideal, para o envio de amostras para a Plataforma da USP, é que fiquem com
aproximadamente 20 ng/uL, para a obtencao de sequéncias de boa qualidade. Caso seja acima
de 20 ng/uL é recomendado diluigdes e o inverso concentragio.

Ap0s a purificagdo e obtengao ideal de ng/ul. de DNA, um tubo de 0,2 mL contendo 5
uL da amostra foi acrescido de 2,5 pL do respectivo primer (Nested-PCR) a 5 uM, totalizando
7,5 pL. Este procedimento foi realizado para os primers F e R, desta forma obtendo dois tubos
para cada amostra a ser enviada para 0 sequenciamento.

Para a realizagdo do sequenciamento, os DNA purificados foram encaminhados para o
Setor de Sequenciamento de DNA do Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e
Células-Tronco do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (USP).
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3.5.4 Alinhamento das sequéncias e analises filogenéticas

A analise dos cromatogramas e a edicdo das sequéncias foram realizadas utilizando o
programa Bioedit versdo 7.1 (HALL, 1999). O alinhamento das sequéncias foi feito através
do algoritmo ClustalWwW (LARKIN et al., 2007). Na plataforma BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), foi feita uma busca de sequéncias obtidas através do
sequenciamento dos espécimes utilizando o gene 18S para determinar suas identidades e
possiveis homologias e similaridades com espécies previamente depositadas no GenBank.

As sequéncias registradas no GenBank utilizadas como parametro de comparagdo com
as sequéncias consenso obtidas na presente pesquisa estdo descritas no Quadro 6. As
sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank, usando a plataforma Banklt,
viabilizado pelo banco de dados.

Analises filogenéticas utilizando os métodos estatisticos Neighbor-Joining e Maximum
Likelihood foram conduzidas utilizando-se o software MEGA 6 (TAMURA et al., 2011). A
selecdo do modelo de substituicdo nucleotidica que melhor se adequava aos dados foi
realizada por meio do software MEGA 6. As andlises filogenéticas para construcao da arvore
foram conduzidas utilizando o modelo de distribuicdo General Time Reversible com correcdo
para distribuicdo gama e sitios invariaveis (Modelo GTR+G+l). O grau de confiabilidade foi
testado utilizando-se a analise de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000 réplicas.
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Quadro 6. Sequéncias usadas para 0 gene alvo 18S, registradas no GenBank e que foram
comparadas com as encontradas na pesquisa para a elaboracdo da arvore filogenética.

NUMERO DE ACESSO

ESPECIESE - HOSPEDEIRO
GENOTIPOS DA SEQUENCIA AUTOR LOCAL ORIGINARIO
NO GenBank
C. andersoni IN400881 Venu et al. (2012) india Bovino
(Bos taurus)
. . Pato
C. baileyi EU814429 Wang et al. (2010) China (Anas platyrhynchos)
. Elwin e Chalmers - Ovelha
C. bovis EU408317 (2008) Escdcia (Ovis aries)
AF112576 Xiao et al. (1999b) EUA _ Cdo
(Canis lupus familiaris)
KU608308 Zhang etal. (2016a) | China v IRapOS?
C. canis (Vu pes vu pes)
EU754833 Jian et al. (2014) China _ Cdo
(Canis lupus familiaris)
Céo
KP890053 Osman et al. (2015) Franca (Canis lupus familiaris)
. . . Coelho
C. cuniculus KC157561 Liu et al. (2014) China (Oryctolagus cuniculus)
- Gato
AF108862 Morgan et al. (1999b) | Australia (Felis catus domestica)
. U Gato
c talic DQ836340 Santin et al. (2006) Colémbia (Felis catus domestica)
AJ493211 Gatei etal. (2002) | Tailandia Ser humano
(Homo sapiens)
. Gato
AF112575 Xiao et al. (1999b) EUA (Felis catus domestica)
C. fragile EU162753 Jirkuetal. (2008) | Malasia | oo (Duttaphrynus
melanostictus)
. . . Péssaro
C. galli HM116387 Qietal. (2011) China (Leiothrix argentauris)
C. hominis KP314259 Liu et al. (2015) China Macaco esquilo
(Saimiri sciureus)
- Vermeulen et al. - Canguru
C. meleagridis KP730310 (2015) Australia (Petrogale penicillata)
. Palenzuela et al. Peixe
C. molnari HM?243547 (2010) Alemanha (Sparus aurata)
Pedraza-Diaz et al. Cobra
EU553588 (2009) Espanha (Python regius)
. . A Gato
C. muris DQ836341 Santin et al. (2006) Colémbia (Felis catus domestica)
Murakoshi et al. x Rato de campo japonés
AB697055 (2013) Japao (Apodemus speciosus)
- Javali
AF093014 Morgan et al. (1999a) | Australia (Sus scrofa)
. ~ Bovino
. parvum LC012016 Aita et al. (2015) Japéo (Bos taurus)
' . Reino Humano
KM012046 Hadfield et al. (2015) Unido (Homo sapiens)
EF175938 Meireles et al. (2007) Brasil Capivara (Hydro<_:hoerus
hydrochoeris)
C. serpentis AF151376 Kimbell etal. (1999) | EUA Cobra do milho

(Elaphe guttata guttata)
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Quadro 6. Sequéncias usadas para 0 gene alvo 18S, registradas no GenBank e que foram
comparadas com as encontradas na pesquisa para a elaboracdo da arvore filogenética

(Continuagéo).

NUMERO DE ACESSO

erioiese | Maseuencia | Ao | Lo | HOSPEDEIRO
C. suis Q936482 Yin et al. (2013) China (Suifcnr%fa)

C. ubiquitum JNG642225 Cieltz;(z)){lz)et al. Espanha (Ho:%rzzg?ens)

Duck genotype AY504514 Zhou et al. (2004) EUA (éﬁﬁg ‘ggngggi‘:?s)
Goose genotype | AY120912 Xiao et al. (2002) EUA (gﬁg ‘ggngggi‘:?s)
Avian genotype | GQ227479 Naka(%gg)et al. Brasil (Seriﬁl?:igr?aria)
Goose genotype 11 AY504515 Zhou, et al. (2004) EUA (BGrer‘i‘; ggnigr:;‘gf‘s)
Avian genotype Il DQ002931 Meireles et al. (2006) Brasil (Stra\rq?gt:::zrﬁ;us)
Avian genotype Il JX548292 Wang et al. (2014) China (Gaﬁﬁlsigg?lus)
Avian genotype V HM116381 Qietal. (2011) China (Nymphﬁ:ilsOEZiIﬁn dicus)
Avian genotype V KJ487974 Nakamura et al. Brasil Papagaio verdadeiro

(2014)

(Amazona aestiva)
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4 RESULTADOS

4.1 Diagndstico Microscépico e Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em Amostras Fecais
de Caes e Gatos

Através do diagnostico parasitologico de fezes, utilizando a técnica de centrifugacdo e
flutuacdo com solugdo saturada de agucar (SHEATHER, 1923) modificado, foi possivel a
observacdo na microscopia optica de oocistos de Cryptosporidium spp. em oito dos 119
animais domiciliados (6,7%). Na Figura 3 encontram-se as imagens dos oocistos de
Cryptosporidium spp. das amostras fecais de cées e gatos.

Além de Cryptosporidium spp., outros parasitos gastrointestinais também foram
detectados nas amostras fecais apds a utilizacdo da mesma técnica que foi citada
anteriormente. Na Tabela 1 encontram-se os percentuais de positividade de Cryptosporidium
spp. e dos demais parasitos gastrointestinais diagnosticados nos cées e gatos domiciliados.

Tabela 1. Ocorréncia de infeccGes gastrointestinais em amostras fecais de 119 animais
domiciliados (cées e gatos) do bairro de Campo Grande, Rio de Janeiro.

CAES (n = 64) GATOS (n = 55)
PARASITOS _ _ TOTAL (%)
Positivos % Positivos %
Protistas
Cryptosporidium spp. 5 7,8 3 54 8 (6,7)
Cystoisospora spp. 16 25 7 12 23 (19,3)
Giardia intestinalis 9 14 5 9 14 (11,7)
Helmintos
Ancylostomatidae 8 12,5 5 9 13 (10,9)
Toxocara canis 6 9,3 0 0 6 (9,3)
Toxocara cati 0 0 3 54 3(5,4)
Dipylidium caninum 3 4,6 0 0 3 (4,6)
Trichuris vulpis 1 1,5 0 0 1(1,5)

Dentre todos os parasitos gastrointestinais identificados, uma maior predominancia em
caes foi de Cystoisospora spp., seguida de Giardia intestinalis, Ancylostomatidae, Toxocara
canis, Cryptosporidium spp., Dipylidium caninum e Trichuris vulpis. Infecgdes por
Cystoisospora spp. em gatos também foram as mais recorrentes, seguidas por Giardia
intestinalis e Ancylostomatidae, onde ambas tiveram o mesmo percentual, e por Gltimo
Cryptosporidium spp. e Toxocara cati, que também apresentavam a mesma frequéncia.
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Figura 3. Oocistos de Cryptosporidium spp. observados na microscopia Optica ap6s a
utilizacdo da técnica de centrifugacdo e flutuagdo em solucdo saturada de aclcar
(SHEATHER, 1923) modificada, provenientes de amostras fecais de cédes e gatos do bairro de
Campo Grande, municipio do Rio de Janeiro. Oocistos em A, B e C observados sem 0
contraste de fase; e D, observados com o contraste de fase (=== 10 um).

As Tabelas 2 e 3 estdo representadas as associa¢cOes entre cada parasito e as variaveis
analisadas nos 58 animais positivos (48,7%). Das amostras positivas para todos os parasitos
gastrointestinais, a populacao de cées obteve a maior quantidade de infec¢cbes em comparacao
a dos gatos, 41 (70,7%) e 17 (29,3%) respectivamente. As infeccdes foram mais frequentes
em animais machos e adultos, e cdes assintomaticos e gatos com fezes diarreicas. Entretanto,
27 das 58 amostras positivas para parasitos gastrointestinais (46,5%) ndo apresentavam
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quadro clinico de diarreia.

Com relacdo as amostras positivas de Cryptosporidium spp., 0s cées apresentavam
fezes dentro dos padrdes de normalidade, com excecdo de apenas uma amostra. Além disso,
cinco cées, destes quatro eram animais do sexo masculino e adultos e uma fémea com idade
avancada. Em se tratando dos gatos, todos os trés apresentavam um quadro clinico de diarreia
e eram machos com 3 meses de idade (jovens).

Tabela 2. Frequéncia de infeccbes gastrointestinais segundo sexo, idade e presenca ou
auséncia de diarreia, em amostras fecais positivas de cées domiciliados do bairro de Campo
Grande, Rio de Janeiro.

SEXO IDADE DIARREIA
PARASITOS F M <1 >1le >7 Sim NZo
ano <7anos anos

Cryptosporidium spp. 0 4 0 4 0 0 4
Cystoisospora spp. 5 8 4 7 2 7 6
Giardia intestinalis 1 6 0 3 4 4 3
Ancylostomatidae 3 0 1 1 1 2 1
Toxocara canis 4 1 1 2 2 0 5
Dipylidium caninum 0 2 0 2 0 1 1
Cryptosporidium spp. 1 0 0 0 1 1 0
+ Dipylidium caninum
Cystoisospora spp. +
Giardia intestinalis 0 1 0 1 0 1 0
Cystoisospora spp. +
Ancylostomatidae 1 1 1 L 0 2 0
Giardia intestinalis +
Ancylostomatidae 0 1 1 0 0 0 1
Ancylostomat_idae + 0 1 0 0 1 1 0
Toxocara canis
chylogtomati_dae + 0 1 0 0 1 0 1
Trichuris vulpis

TOTAL 15 26 8 21 12 19 22

(%) (36,6) (63,4) (19,5 (51,2) (29,3) (46,34) (53,66)

* F: Fémea; M: Macho.
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Tabela 3. Frequéncia de infeccdes gastrointestinais segundo sexo, idade e presenca ou
auséncia de diarreia, em amostras fecais positivas de gatos domiciliados do bairro de Campo
Grande, Rio de Janeiro.

SEXO IDADE DIARREIA
PARASITOS F M <1 >le >7 sim N0
ano < 7anos anos
Cryptosporidium spp. 0 3 3 0 0 3 0
Cystoisospora spp. 0 2 2 0 0 2 0
Giardia intestinalis 2 0 1 0 1 1 1
Ancylostomatidae 1 1 0 2 0 0 2
Toxocara cati 1 1 0 2 0 0 2
Cystoisospora spp. +
Giardia intestinalis 2 1 0 2 1 3 0
Cystoisospora spp. +
Ancylostomatidae 0 2 0 2 0 2 0
Ancylostomat_idae + 0 1 0 0 1 1 0
Toxocara canis
TOTAL 6 11 6 8 3 12 5
(%) (353) (647) (353) (471 (176) (70.6) (294)

* F: Fémea; M: Macho.

Algumas infecgdes com mais de um parasito foram identificadas, representando
apenas 22,4% (13 animais) de todas as amostras positivas. No entanto, em praticamente todos
esses casos 0S animais apresentavam fezes com diarreia (84,6%). Infecgdes concomitantes
envolvendo Cryptosporidium spp. s6 foi encontrada em um cdo. Além de Cryptosporidium
spp., foi diagnosticado nas fezes desse animal ovos e capsula ovigera do helminto Dipylidium
caninum. O cdo em questdo foi o unico infectado por Cryptosporidium spp. que apresentou
fezes com diarreia. A respeito dos gatos com criptosporidiose, ndo apresentaram infecgdes
concomitantes.

Na maioria das residéncias onde as amostras fecais foram coletadas habitava apenas
um animal. Nas poucas residéncias que tinham a presenca de dois ou trés animais foi
observado que eles compartilhavam de pelo menos um parasito gastrointestinal (Tabela 4). Os
trés gatos infectados por Cryptosporidium spp. pertenciam ao mesmo domicilio. No que diz
respeito aos cées infectados por este mesmo parasito, todos habitavam em domicilios
diferentes.
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Tabela 4. Relacdo dos animais (cées e gatos) que habitavam o mesmo domicilio no bairro de
Campo Grande, Rio de Janeiro.

~ RESULTADO DE EXAME
RESIDENCIA ANIMAIS AMOSTRA DIARREIA PARASITOLOGICO DE

FEZES
i 9 Sim Cystoisospora spp. e
I Caes Ancylostomatidae
10 Sim Cystoisospora spp.
x 24 Né&o Toxocara canis
. Caes 25 Né&o Toxocara canis
x 59 Né&o Cystoisospora spp.
o Caes 60 Nao Cystoisospora spp.
12 Sim Cryptosporidium spp.
v Gatos 13 Sim Cryptosporidium spp.
14 Sim Cryptosporidium spp.

4.2 Diagnéstico Molecular

As oito amostras que foram diagnosticadas positivas para Cryptosporidium spp. pela
visualizacdo de oocistos na microscopia Optica, cinco provenientes de cées e trés de gatos,
foram submetidas ao diagnostico molecular. Nas reacGes da Nested-PCR foram observados
amplicons com aproximadamente 830 pb (Figura 4), confirmando que a regido do gene alvo
foi amplificada para Cryptosporidium sp. (XIAO et al., 2000).

Os resultados das amostras positivas diagnosticadas pela microscopia foram em
concordancia com resultados da Nested-PCR e amplicons de todas as amostras positivas na
Nested-PCR, foram sequenciados.

C-* TI¥ T2 I3 T4 IS 16 T7 /'T8

Figura 4. Amplificacdo pela Nested-PCR do gene alvo 18S. Eletroforese em gel de agarose a
2% contendo as amostras de Cryptosporidium spp. M = 1Kb Plus DNA Ladder; C+ = controle
positivo; C- = controle negativo; T1 a T5 = amostras de cées; T6 a T8 = amostras de gatos.
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4.3 Analise das Sequéncias e Filogenia de Cryptosporidium

Das amostras que amplificaram na Nested-PCR para o gene 18S, todas foram
purificadas e sequenciadas. Na Tabela 5 encontram-se os tamanhos das sequéncias obtidas das
amostras de cées e gatos apds analise da qualidade dos cromatogramas.

As sequéncias obtidas neste estudo foram alinhadas (Figuras 5, 6 e 7) e comparadas
com sequéncias depositadas no GenBank. A comparacdo dos fragmentos das amostras dos
cdes T1 e T4 com sequéncia completa do 18S de Cryptosporidium parvum depositada no
GenBank (numero de acesso: AF164102) (BLEARS et al., 2000), permitiu localizar
aproximadamente a posi¢do nucleotidica dos fragmentos analisados: T1: 237-975 e T4: 237-
976. As sequéncias dos cdes (T1 e T4), obtidas neste estudo, foram alinhadas e se encontram-
se na Figura 5. As sequéncias foram depositadas no GenBank com os seguintes nimeros: T1
= MF589922 e T4 = MF589923.

Tabela 5. Tamanho das sequéncias obtidas de Cryptosporidium apés anélise da qualidade dos
cromatrogramas das amostras, referente aos cées (T1 a T5) e aos gatos (T6 a T8).

ove TS
T1 737 pb
T2 739 pb
T3 743 pb
T4 737 pb
T5 745 pb
T6 738 pb
T7 692 pb
T8 706 pb

A comparacao das amostras dos cdes T2, T3 e T5 com sequéncia completa do 18S de
Cryptosporidium canis depositada no GenBank (nimero de acesso: AF112576) (XIAO et al.,
1999b), permitiu localizar aproximadamente a posicdo nucleotidica dos fragmentos
analisados: T2: 233-971; T3: 229-971; T5:227-971. As sequéncias dos cées (T2, T3 e T5),
obtidas neste estudo, foram alinhadas e se encontram na Figura 6. Como as trés sequéncias
foram idénticas entre si, foi depositada uma amostra no GenBank com o seguinte nimero: T2
= MF589918.

A comparagdo das amostras dos gatos T6, T7 e T8 com as sequéncias completas do
18S de Cryptosporidium felis depositadas no GenBank (numeros de acesso: AF108862 e
AF112575) (MORGAN et al., 1999b; XIAO et al, 1999b), permitiu localizar
aproximadamente posicdo nucleotidica dos fragmentos analisados: T6: 270-1007; T7: 305-
996; T8: 302-1007. As sequéncias dos gatos (T6, T7 e T8), obtidas neste estudo, foram
alinhadas e se encontram na Figura 7. As sequéncias foram depositadas no GenBank com 0s
seguintes nimeros: T6 = MF589919, T7 = MF589920 e T8 = MF589921.
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Com relacao aos fragmentos das sequéncias obtidas dos isolados de Cryptosporidium
das amostras dos cées, as amostras T1 e T4 apresentaram de 100% a 99% de similaridades
com as sequéncias da espécie Cryptosporidium parvum depositadas no GenBank
(JX2986601, KX216598, KX216598 e KX259139) e (KP730314, EU553550, EF175936 e
AJ849463), respectivamente. No que se refere as amostras T2, T3 e T5, todas apresentaram
100% de similaridades com Cryptosporidium canis depositadas no GenBank (KT749818,
KP890051, EU754826, AF112576 e AB210854) e foram idénticas entre si.

Os fragmentos das sequéncias obtidas dos isolados de Cryptosporidium das trés
amostras dos gatos, T6, T7 e T8, apresentaram de 100% a 98% de similaridades com a
espécie Cryptosporidium felis depositadas no GenBank (AF112575, EF493319, AJ493211,
HQ149021, AF108862 e EU825743). Sendo que as amostras T6 e T7 apresentaram nas suas
sequéncias as letras "K" e "W" que segundo os cddigos da International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) sdo assim discriminados: K= G T (ceto) e W = A T (ligacGes de
hidrogénio fracas) (https://iupac.org/).

34


https://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC

C parvum
T1
T4

C parvum
T1
T4

C parvum

T4

C parvum
T1
T4

C parvum
T1
T4

C parvum
T1
T4

C parvum
T1
T4

C parvum

T4

C parvum
T1
T4

C parvum
T1
T4

AF164102

AFl64102

AF164102

AF164102

AFl64102

AF164102

AFl64102

AF164102

AFl64102

AF164102

1D 20 21 40 £0 €d 0 21

3zl 240 350 360 270 280 357 400

73d

Figura 5. Alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo provenientes de cées (Canis lupus
familiaris) evidenciando os nucleotideos idénticos por ( . ). Tamanho da sequéncia utilizada
para comparacao: 740 pb.

35



C canis APF112576 TGATTCATAATAACTITACGGATCACATITTATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGG
B2, e S e i e e S S Ve S e B e S e e [ S he i B AR i 55 S A i e om0

2 7 R T e Sy o
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C canis AP112576 TATTGGCCTACCGTGGCAATGACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCAC
B2 T RGNS ie i e ds el s e a e b A S aTE ele B s e e e sie STeTe Bleie Bie eTare tia ellre STbie 8 At H G B DS eraalaTe
B 0 deedediaseiecedis deins aideisiieleas ashiae vieaidalie s e e dee s dalasiale s diiie otuisae slaale e e e dialsleie e damn
BE 0 GG sevidsasassssssebdnsisssesbiiassaednesanssieshiuenessieeesiaeeanesisiesessineesdesee

C canis AP112576 ATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTT
B2 0 S me s ieeistarasis;eie s bistisiare m e sivd-e:s Bie/m)mie e aie e gy e o Ske. = ease et e e e (v ate ot s e e
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C caniz APF112576 TAACAGTITTGTAATIGGAATGAGTITGAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGC
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C canis AP112576 CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAATAATTT
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C canis AP112576 AAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCTTTTGCCTTGAATACTAGAGCATGGAATAATATTAAAGATTTTITATCTTITCITATTG
T2 Y Rdiaaeeee B anate e e n sie B AR d e GHE S 6 0 w e R 6 e e s e e s e e A B e e efera! e WIATE Y - b e biie ey w3 ST
MR peimmeeieereseietmiwih She SN el e e e 1 e e 0 i o v S e T
BB 00000 e erstspisieiweie s e eI E e il 5ol ov/ie wie e mie v siuie e ey e e vy e e e e S T g0 B
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C canis AF112576 GITAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTITTCATTAATCAAGAACGARAGTTAGGGGATCGAAGACGA
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Figura 6. Alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo provenientes de cdes (Canis lupus
familiaris) evidenciando os nucleotideos idénticos por (. ). Tamanho da sequéncia utilizada
para comparacédo: 740 pb.
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C felis AF108862 TMA&CGGTAGG@MGGCGACCMGGGAT&CGG@MCGGGGAMAGGGTTC&HCCGGAGAGGGAG
C felis AF112575 cesescas Ceeseccscsseacesassacssecsssasssessatassaanasenns
T6 cecsscene sesssecsssssesessassnans Kicoossoosoooossesnosssnens veseesssssces
2 T I oTr
T8 0 tieesesscscsscscscsssssassssnens Keceeooonossosscssesasnsscsssasssasssssscaassnns

C felis AF108862 CCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACAGGGAGGTAGTGACAAG
C felis AF112375 ..ccccccecsssccccccocsssssessssscsscsccssssssssscsssosscssssssssssessscsssossssssss
TE = ceeeeccccesessesesssscesesscssssessssesssasescssstsoeetscsssecsesssassn e Kieoooo
X7 ceeecscccesesscsssssssessssssessesessstesasesesssseeessesstectcstssasseasesnses
TB = seeesccccescssccssssssecssssncsessssssteeeresetssteseesassasessesssssescsssenses

C felis AF108862 MMMAQGGAMACGGITHGIMGGAATGAGITAAGTMAMCCCGTTAWMGGAGGGC
C felis AF112375 ...cccccoscses ccsssnces . cesses esesssesssecsasssse cssesenesscssss coesss
2 3 N -1 A S sesessssnscns secesccsssscssnsces
¥T. 0 deidteeseaeiee s cecsassasns cessscscass tescsscssssssssscesasns cesssase
T8 0 ceesecsccrvecscsctrreeertsstes st tesetetetteesssrseres ettt esesstsseresesstes

C felis AF108862 MMGGGTGCCAGQGCCGCGGIMTTCCAGGCQATAGCQMMMGTTGCAGTTWCGTMG
C felis AF112575 ssessescescsscsssasassanas ececssssacssasssssssnans aleieisis diEie o sieaiadis e
T6 K ........ cesesssnss cessscessss tessssssesssesncse coseeWeeoas
3 QP P PP
T8 000 tieececssessesscsssscsssesssassessssestssesacssssstasesssttsessssssssnnnns Weeono

C felis AF108862 GATTTCIGTTAATACCTTMATATAATATTTTTTTTTAAATATTATTATGTAAGATTMCATAATTCATATTTTTTAAGA
C felis AP112373 ..ccccecccccsccsssoscsctcsscssssssssscsssscssssssssases coeBseneseensnssenasenass .

T6E 0 ciecescscscescsscscsscsssssscssessssssans W....W...K..A....... Weeoooo Weeeoeoonnnn
X7 ceecesscsvsesscsscsrsesectstseesettesttesesetesesetseessstseesesssssseesesansnS
TB = sessescecesessssssescssscssesssesssssscsess Weeeeoooooosscsccsaossssscsasasssscs

C felis AF108862 CTGAATTTTTAGTTTTGATAATATGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAAGCAGGCTTTTGCCTTGAATACT
C felis AF1123575 ....ccccccccscacsacsncsasasscassanscasccsasansssssssasssacsassassssssansasaacsasns
TE = ceeesssssscessssecsssecesssstsessstessssetsetessssessessessssssessssesessenenens
TT = eeeeesescssssssscssscessssccsccecsasascscestsssssssiseesesssesctacssssenssesnsss
TE = ineicsmsiesseRieisienn sl e ne s emiee e s/ enigime s weieials e mi i ness }saie i eam s u e/ meleieia e it me aalels

C felis AF108862 CCAGCATGGAATAATAATAAAAGATTTTTATCTTTTTTTTATTGGTTCTAAGATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT
C £elis AF112373 ..cccccccccsscsccscrscscsssastsessnssssssssssssssssossscssscscsssososscssssssccssssssss
TE = ceseesiscssssmemeessscensaaseminseaesaned e eiessessssassssssessesenessessssn vese
X7  seesesscccsssssccscscescssssseestsssecsrsssnssssssssessssssscsssssssesscasssess
T8 cssesesscsnsssssenssas cosescseseesssessaseee secssssse cocesssnsene sescccas

C felis AF108862 GGGGGCAHTGTMMCAGICAGAGGIGMMTMAGAmGITAMGACAMﬂMIGCGAMGCATnGCQAGG
C felis AF112375 ...cccccccescncnns ceccescssssscsncss . . ceseses ceccee cesissessssacssnsisssneess

T6 tecssscsssesessssane tescccccsacncns ceccccssascsnns cesesccscas

T7 cesscsssssssssssssss essssse csesscssssae cessccvsces S
TB 0 ceececcscccscscsccsccescsesssectse ettt scetstsasceteesessatcsseasesssscssesontone

C felis AF108862 ATGITTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATAC
C felis AF112575 . cecsces ctescssccccssssssescsssessesessssasnns
T6 = ceesessscesssssssssssssscsssnesssesssesessnssssssnss
X7 ceecseesesescsscsscsssevscsssessssstessresssessssnnes
T8 0 Gauseseseesseeses ceesscsccnns csesssccscsssscssssasnne

Figura 7. Alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo provenientes de gatos (Felis
catus) evidenciando os nucleotideos idénticos por ( . ). Tamanho da sequéncia utilizada para
comparacgéo: 692 pb.
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No Quadro 7 encontram-se as espécies diagnosticadas no presente estudo, com as
similaridades com as sequéncias depositadas no GenBank que apresentavam trabalhos
correspondentes publicados.

As anélises filogenéticas de Cryptosporidium spp., suportam a estrutura genética geral
do género, com as espécies gastricas e as intestinais, formando grupos monofiléticos distintos,
0 que esta de acordo com as caracteristicas bioldgicas e especificidade de cada hospedeiro.

A topologia da arvore filogenética obtida pelo Maximum Likelihood mostra a posi¢édo
taxondmica dos isolados obtidos no presente estudo, e podemos observar que C. parvum, C.
canis e C. felis se agrupam no clade das espécies intestinais. Na Figura 8, esta representada a
arvore filogenética com as respectivas amostras de acordo com cada espécie diagnosticada
neste trabalho.
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Quadro 7. Sequéncias obtidas do GenBank de Cryptosporidium parvum, C. canis e C, felis
utilizadas como comparagdo com as sequéncias deste estudo, de acordo com as suas

respectivas identidades com trabalhos publicados.

ESPECIE -
DIAGNOSTICADA/ (ACSES?(;JF(’;IISIISEM) IDENTIDADE REFERENCIA LOCAL
AMOSTRA
Cryptosporidium
parvum
JX 298601 Helmy et al. .
0,
Bifalo (Bubalus) 100% (2013) Egito
0 KUG679364 Hofmannovaetal. | Republica
urigo-terrestre
Amostra T1 (Erinaceus europeus) 99% (2016) Checa
KX216598 ? Mohammadpour I
Humano (Homo sapiens) et al. (2016)
KX259139 Huang et al. China
Bovino (Bos taurus) (2014)
KP730314 Vermeulen, et al. .
Canguru (2015) Austrélia
(Petrogale penicillata)
EU 553550 Pedraza-Diaz et.
Réptil 100% (2009) Espanha
Amostra T4 (Eublepharis macularius) 0
EF175936 Meireles et al. .
Capivara (2007) Brasil
(Hydrochoerus hydrochaeris)
AJB849463 Soba et al. .
Humano (Homo sapiens) (2006) Eslovénia
Cryptosporidium
canis
KT749818 Gonzélez-Diaz et o
Humano (Homo sapiens) al. (2016) México
KP890051 Osman et al. Franca
Céo (Canis lupus familiaris) (2015)
EU754826 100% . .
Amostras T2, T3 e T5 Céo (Canis lupus familiaris) Jian etal. (2014) China
AF112576 Xiao et al. EUA
Céo (Canis lupus familiaris) (1999b)
AB210854 Satoh et al. (2006 Japa
Cdo (Canis lupus familiaris) atohetal. ( ) 2pe0
Cryptosporidium
felis
AF112575 Xiao et al. EUA
Gato (Felis catus) (1999h)
EF493319 98 - 99% Thomaz et al. .
Amostras T6 e T8 Gato (Felis catus) (2007) Brasil
AJ493211 . A
Humano (HIV+) Gatei et al. (2002) Tailandia
HQ149021 Hadfield et al. Reino
Humano (Homo sapiens) (2011) Unido
AF108862 Morgan et al. -
Amostra T7 Gato (Felis catus) 100% (1999h) Australia
EU825743
Amostra ambiental Yang et al. (2008) EUA

(Aguas de rio)
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C parwum EF175938
*T
C parwum KMO012046
C parum LC012016
I C cuniculus KC157561
L & T4
- C hominis KP314259
C meleagridis KP730310
C ubiquitum JN642225
C suis JQ936502

80

|8

— C canis KUE08308
C canis AF112576
C canis EU754833
C canis KP890053
97 98 o1
L K]
715
- T6
C felis AF108862
200 || C felis DQ836340
C felis AJ493211
61| C felis AF112575
L v
L L]
C bowvis EU408317
Duck genotype AY504514.1
96 Goose genotype | AY120912.1
96 Goose genotype Il AY504515.1

82

§|— C baileyi EU814429
Avian genotype | GQ227479.1

73| Avian genotype Il DQ002931.1
Avian genotype Il JX548292

gg | AVian genotype V HM116381.1

Avian genotype V KJ487974

w0 C galli HM 116387
I—— C fragile EU162753

— C serpentis AF151376

%[ Avian genotype Ill KF994570
C muris AB697055

C andersoni JN400881

C muris EU553588

93 1 C muris DQB836341

52

63

C molnari HM243547

0.02

Figura 8. Relagdo genética entre os isolados de Cryptosporidium sp. baseada no
sequenciamento parcial do gene 18S (tamanho do fragmento usado: 692 pb), inferida pelo
algoritmo Maximum Likelihood utilizando o modelo Tamura 3 com analise de bootstrap com
1000 replicas. As sequéncias obtidas do GenBank estdo indicadas por seus nimeros de
acessos. @ = isolados obtidos neste estudo.
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5 DISCUSSAO

5.1 Diagnéstico Microscopico e Ocorréncia de Cryptosporidium spp.

O diagnostico de Cryptosporidium spp. pela microscopia de luz demanda tempo e
exige uma habilidade consideravel do investigador para identificar de forma precisa 0s
oocistos. A microscopia 6ptica é predominantemente utilizada para a deteccao de oocistos em
amostras fecais de cées e gatos na grande maioria das publicacGes existentes no Brasil (rever
0s Quadros 2 e 3). Vérias técnicas tém sido aplicadas para auxiliar na identificagdo dos
oocistos, mas as dificuldades de discriminar entre oocistos e outras estruturas similares
somente com um bom treinamento.

No presente estudo, foi utilizada a técnica de flutuacdo em solucdo saturada de acucar
(SHEATHER, 1923) com modificacGes, pois além de ser a técnica padrdo no laboratério, ela
tem sido considerada como uma das melhores técnicas de concentracdo de oocistos, cistos e
alguns ovos de helmintos em amostras fecais de diferentes espécies de hospedeiros
(ANDERSON, 1981; ALVES et al., 2005; CARDOZO et al., 2008). Alguns trabalhos
brasileiros também usaram essa mesma técnica como metodologia para detectar oocistos em
amostras fecais de cées e gatos (ALVES et al., 2005; HUBER et al., 2007; BRESCIANI et al.,
2008; BALASSIANO et al., 2009; MOURA et al., 2009).

Neste trabalho, aléem da observacdo de oocisto na microscopia sem contraste de fase,
utilizou-se o contraste de fase (rever a Figura 3) para melhor visualizagcdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp., facilitando o diagnéstico quando a carga parasitaria era baixa.
Espécimes bioldgicos que ndo tenham sido corados, em geral, se apresentam transparentes, o
que tornam sua observacdo dificil ao microscopio Optico comum, principalmente se o
observador ndo for experiente, visto que o detalhamento da imagem fica prejudicado pela
proximidade das densidades Opticas e indices de refracdo das diferentes partes do tecido. O
microscopio com contraste de fase € um instrumento que converte diferencas do indice de
refracdo que ndo podem ser vistas, em diferencas de intensidade que se tornem visiveis. As
ondas de luz que atravessam os componentes celulares de densidades Opticas diferentes assim
o fardo em diferentes velocidades. Desse modo, as ondas luminosas que atravessam nucleos,
mitocondrias e inclusdes celulares emergirdo em tempos diferentes e em fases diversas, de um
elemento em relacdo ao outro. Além do que, a forma do oocisto de Cryptosporidium spp. ao
ser observada fica refringente e algumas estruturas internas do oocisto se tornam visiveis,
principalmente o residuo do oocisto.

Em um estudo realizado por Ignatius et al. (2016), amostras fecais de humanos foram
analisadas por meio do ensaio imunoenzimatico com o uso de um kit comercial (Ridascreen
Cryptosporidium; RBiopharm, Darmstadt, Germany) e por meio da gPCR, e posteriormente,
através da microscopia de contraste de fase de laminas ndo coradas. Os autores verificaram
que duas amostras previamente negativas para Cryptosporidium spp. no ensaio
imunoenzimatico foram positivas no exame microscopico, excluindo, portanto, resultados
falso-negativos. Além disso, a microscopia de contraste de fase diagnosticou algumas
amostras positivas tal como na qPCR, mas também foi capaz de detectar amostras positivas
naquelas que foram detectadas como negativas na gPCR. Em conclusdo, os autores
mencionam que a microscopia com 0 uso do contraste de fase foi considerado um metodo
altamente especifico, pouco exigente e barato para o diagnostico laboratorial de
criptosporidiose humana, independente das especies do género Cryptosporidium.
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A técnica de flutuacdo em solucdo saturada de acglcar é considerada uma excelente
metodologia de concentracdo para obtencdo de oocistos em amostras fecais, principalmente se
0 hospedeiro estiver com uma baixa carga parasitaria. Sendo assim, se o hospedeiro
apresentar uma infeccdo subclinica, eliminando poucos oocistos, a técnica podera facilitar o
diagnostico da criptosporidiose (GARCIA et al., 1983; HUBER et al., 2004). Porém, a leitura
microscopica das amostras em laminas utilizando essa técnica, deve ser realizada
rapidamente, isto porque, 0s oocistos ap6s um intervalo de aproximadamente 15 minutos
perdem sua coloracdo rosea, caracteristica da técnica quando observado em microscopia de
campo claro, e comecam a deformar com facilidade perdendo o formato esférico (HUBER et
al., 2004).

Métodos de coloracdo para visualizacdo de oocistos em amostras fecais, como Ziehl-
Neelsen modificado e Kinyoun, também sdo bastante explorados pelos autores brasileiros,
sendo usados sozinhos ou como complemento de outra técnica para microscopia (NAVARRO
et al., 1997; ALVES et al., 2005; LALLO, BONDAN et al., 2006; BRESCIANI et al., 2008;
EDERLI et al.,, 2008; LEMOS et al., 2011; FERNANDES et al., 2008; KATAGIRI,
OLIVEIRA-SEQUEIRA, 2008; MOURA et al., 2009; PEREIRA et al., 2011; FERREIRA et
al., 2012; PEREIRA, FERREIRA, 2012; ANJOS et al., 2013; GRECCA et al., 2013;
ALMEIDA et al., 2015; SILVA et al., 2015; GRECCA et al., 2013; LALLO et al., 2016;
SILVA et al., 2016).

Na atual pesquisa, ndo foram utilizados métodos de coloracdo. Apesar das técnicas de
coloracdo auxiliarem na visualizacdo da forma infectante, o oocisto, pode haver interpretacdo
errbnea quando a carga parasitaria estiver baixa, gerando resultados falso-negativos. Isto
porque a técnica permite a coloracdo de varias outras estruturaras do material fecal que
apresentam as mesmas afinidades tintoriuais, ndo permitindo uma distin¢cdo correta dos
oocistos. Em amostras fecais existem varias estruturas com as mesmas afinidades tintoriais
que os oocistos de Cryptosporidium, o que pode dificultar o diagnéstico. Um bom observador
consegue distinguir tais estruturas com seguranc¢a, porém um observador pouco treinado faria
a emissdo de um diagnostico erréneo. Outro problema referente a coloragdo seria a obtencédo
de dados morfométricos ndo fidedignos, pelo fato de muitas técnicas usarem o calor para
fixacdo dos corantes, acarretando o aparecimento de distor¢des no formato dos oocistos. Uma
excecao seria a utilizacdo da imunofluorescéncia onde 0s oocistos podem ser mensurados com
uma precisdo razoavel (SMITH, 2007).

Deve ser destacado que a eliminacdo de oocistos de Cryptosporidium pelo hospedeiro
é inconstante em individuos sintomaticos e assintomaticos. Sendo assim, véarias amostras de
fezes precisam ser avaliadas antes de ser emitido um diagndstico final (CURRENT,
GARCIA, 1991). O namero de coletas por individuo é de extrema relevancia para a obtencéo
de um resultado satisfatorio através de exames microscpicos. Quanto maior o nimero de
amostras por individuo, maior as chances de se obter positividade no diagndstico para
Cryptosporidium, principalmente em ambientes onde ha a infeccdo (FAYER, XIAO, 2008).
No presente estudo, foram feitas coletas de amostras Unicas devido a algumas limitaces, tais
como, a dificuldade em encontrar proprietarios de cdes e gatos que quisessem participar da
pesquisa e o descumprimento da pesquisa por parte de alguns participantes. Desta forma, as
taxas de infecgdes apresentadas podem ter sido subestimadas.

Vale ressaltar que através da microscopia Optica é impossivel distinguir as espécies de
Cryptosporidium envolvidas em uma infeccdo (O'DONOGHUE, 1995; JEX et al., 2008;
MEIRELES, 2010), pois as similaridades morfoldgicas dos oocistos entre as espécies tornam
impossiveis sua identificacdo especifica (FAYER et al., 2000; HUBER et al., 2004; FAYER,
2007; SMITH, 2007; FAYER, 2010; XIAO, 2010). No presente estudo, oocistos de
Cryptosporidium spp. foram detectados, através da microscopia éptica, em amostras fecais de
cinco cées e trés gatos de uma populacéo total de 119 (6,7%) animais domiciliados no bairro
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de Campo Grande, Rio de Janeiro. Os cdes apresentaram maior taxa de infeccdo em
comparacdo aos gatos, 7,8% e 5,4%, respectivamente. Os estudos de prevaléncia de
Cryptosporidium em populacdes caninas tém revelado frequéncias variaveis. As baixas
ocorréncias encontradas foram consistentes com alguns estudos anteriores de cdes e gatos
também domiciliados realizados no Brasil (SILVA et al., 2007; LEMOS et al., 2011;
FERREIRA et al., 2012; LALLO et al., 2016) e em outros paises, como Alemanha e Grécia,
tendo gatos como hospedeiro (SOTIRIADOU et al., 2013; KOSTOPOULOU et al., 2017), e
Japdo, em relacdo aos cdes (ITOH et al., 2014).

Por outro lado, porcentagens inferiores ao atual estudo, ja foram relatadas. Na
Alemanha, a taxa de infec¢do encontrada em cées foi de apenas 1,2% (SOTIRIADOU et al.,
2013). No Brasil, prevaléncias entre 2% e 2,9% foram encontradas em cées nos municipios de
Goiania, Monte Negro, Uberlandia, S&o Paulo e Rio de Janeiro, pertencentes aos estados de
Goias, Rondbnia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, respectivamente (GENNARI et
al., 1999; ALVES et al., 2005; HUBER et al., 2005; LABRUNA et al., 2006; MUNDIM et
al., 2007). Pivoto et al. (2013), identificaram 3,1% de positividade em gatos no municipio de
Santa Maria, Rio Grande do Sul.

Percentuais mais altos comparados a este estudo também foram encontradas. Almeida
et al. (2015) obtiveram positividades de 56,84% e 41,67% nas fezes de cées e gatos,
respectivamente, na cidade de Bom Jesus, Piaui. Novamente em Santa Maria (Rio Grande do
Sul), foi identificada uma taxa de infecgédo de 54,3% em gatos (DALL'AGNOL et al., 2010).
Uma taxa altissima foi achada em cdes de Seropédica, no Rio de Janeiro, 94,44%
(FERNANDES et al., 2008).

O tamanho da amostragem, em alguns casos, pode influenciar o resultado da taxa de
infeccdo (HAMNES et al., 2007). Por exemplo, apesar de Almeida et al. (2015) terem
apresentado porcentagens relativamente altas, o nimero de gatos analisados foi pequeno,
apenas 12. A mesma porcentagem foi encontrada por Samie et al. (2013), que utilizaram
também 12 animais, s6 que neste caso a populacdo alvo foram os cées. Fato semelhante foi
observado no estudo de Fernandes et al. (2008), onde 17 dos 18 cdes estavam infectados.
Além do tamanho amostral, outros fatores também precisam ser levados em consideracéo,
como a metodologia empregada e as varidveis regionais, além de avaliar se a populacéo alvo
de cada pesquisa a ser comparada é homogénea.

5.2 Fatores de Risco da Criptosporidiose em Caes e Gatos

No presente estudo, quatro dos cinco cées infectados por Cryptosporidium spp. nao
apresentavam sinais clinicos de diarreia. Este resultado corrobora com a visdo de que a
criptosporidiose em cdes € geralmente assintomética (ABE et al., 2002; THOMPSON et al.,
2008; YOSHIUCHI et al., 2010; JIAN et al., 2014). Nos casos de criptosporidiose felina, 0s
sintomas também sdo frequentemente ausentes (THOMPSON et al., 2008; YOSHIUCHI et
al., 2010; GRECCA et al.,, 2013), porém neste trabalho, todos os gatos infectados
apresentaram fezes com diarreia. A explicacdo para este fato pode estar na idade dos animais
analisados, pois infecgdes em animais jovens regularmente desenvolvem diarreia (GENNARI
et al., 2016).

Apesar da populacdo total de gatos nesta pesquisa ser predominantemente adulta
(58,2%), os trés gatos com criptosporidiose tinham apenas trés meses de idade. Gatos jovens
parecem ser mais suscetiveis a infecgdo por Cryptosporidium spp., provavelmente devido ao
sistema imunoldgico desses animais ainda estarem em desenvolvimento e desta forma, ndo
possuem imunidade completamente desenvolvida, que é adquirida através de exposigdes
anteriores ao parasito (RAMBOZZI et al., 2007). Funada et al. (2007), Yoshiuchi et al. (2010)
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e Gennari et al. (2016) também identificaram maior ocorréncia de Cryptosporidium spp. em
gatos jovens.

A imunossupressdo também representa fator de risco para criptosporidiose
(MONTICELLO et al., 1987). Isso pode estar relacionado ao sistema imunoldgico
comprometido do animal, o tornando mais suscetivel a infecgdes. Esta hipotese foi reforcada
por Lemos et al. (2011), onde dos cinco gatos diagnosticados com Cryptosporidium spp.,
quatro foram positivos para FeLV. Com relacdo aos gatos infectados por Cryptosporidium
spp. da atual pesquisa, néo foi registrada nenhuma comorbidade.

Neste trabalho foi observado, que os cées infectados por Cryptosporidium spp. eram
dominantemente adultos. Lallo e Bondan (2006) relataram também maior frequéncia em cées
adultos (10,1%) do que em cées jovens (5,5%), sem que houvesse diferenca significativa.
Porém, algumas publicacdes referentes ao assunto, ndo demonstram evidéncias do parasitismo
com relacdo a idade dos animais, sugerindo entdo, que a infeccdo possa ocorrer em qualquer
faixa etaria dos hospedeiros (HUBER et al., 2005; ITOH et al., 2014; OSMAN et al., 2015).

Maior positividade da infec¢do por Cryptosporidium spp. neste trabalho foi observada
nos cées e gatos machos. Silva et al. (2008), Samie et al. (2013) e Li et al. (2015) obtiveram o
mesmo resultado em cdes. Contudo, como na presente investigacdo a amostragem foi feita
aleatoriamente, foi obtido um nimero menor de fémeas na populacdo total de animais. Este
fato pode ter influenciado essa maior ocorréncia da infeccdo em animais machos. Alguns
autores ndo consideram a varidvel sexo como significativa para a infeccdo (LALLO,
BONDAN, 2006; FUNADA et al.,, 2007; RAMBOZZI et al., 2007). Dessa forma, a
probabilidade de infecgdo em animais machos seria similar a de fémeas.

No Brasil, ha relatos de Cryptosporidium spp. em cdes e gatos, sendo a maioria deles
de animais domiciliados, mas existem casos analisados de animais provenientes de abrigos,
canis, gatis, hospitais e clinicas veterinarias, assim como também animais errantes. As taxas
de infecgbes sdo bastantes variaveis independentes da condi¢do de vida do animal. Katagiri e
Oliveira-Siqueira (2008) analisaram 129 cdes errantes e 125 cdes domiciliados em Botucatu,
Sédo Paulo, e verificaram que o primeiro grupo teve menor prevaléncia (2,3%), enquanto que o
segundo grupo apresentou 4%.

Silva et al. (2008) observaram que Cryptosporidium spp. foi o parasito com maior
prevaléncia, 55,9% (61/109), em cédes de canis de Santa Maria, Rio Grande do Sul. Em
contrapartida, Mundim et al. (2007) constataram que de 119 cédes de canis no municipio de
Uberlandia, Minas Gerais, apenas um estava infectado (0,5%). Este Gltimo resultado foi muito
inferior em comparacdo com o obtido em cdes no presente estudo, utilizando animais
domiciliados. Possivelmente, nos faz acreditar que ndo é garantido ter uma baixa ou nula taxa
de infeccdo por Cryptosporidium spp. simplesmente por ser um animal domiciliado, o qual
geralmente recebe certos cuidados dos seus proprietarios. A prevaléncia de cada hospedeiro
varia e depende de um conjunto de fatores, que inclui idade, condi¢bes de vida, estado
imunolégico, presenca de outros parasitos, tipo de alimentacéo, regido estudada dentre outros
(HAMNES et al., 2007; YOSHIUCHI et al., 2010).

5.3 Cryptosporidium spp. e outros Parasitos Gastrointestinais

Além da presenca de oocistos de Cryptosporidium spp., diagnosticada nos cées e gatos
deste estudo, outros parasitos gastrointestinais também foram detectados. Dentre estes
podemos destacar: Cystoisospora spp., Giardia intestinalis, Ancylostomatidae, Toxocara
canis e T. cati, Dipylidium caninum e Trichuris vulpis. O parasito mais predominante tanto
em cées quanto em gatos foi Cystoisospora spp., apresentando positividade de 25% e 12%,
respectivamente. Estudo realizado em um abrigo de gatos localizado no municipio de
Mangaratiba, Rio de Janeiro, foi verificado que 14,29% dos gatos estavam infectados por
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Cystoisospora spp. (HUBER et al., 2002). Taxas inferiores de infeccdo por Cystoisospora
spp., entre 4% e 6%, foram encontradas em cdes de clinicas veterinarias (BALASSIANO et
al., 2009) e domiciliados (FERNANDES et al., 2008) no mesmo estado citado anteriormente.

Inquéritos parasitoldgicos realizados em varios municipios do Brasil tém mostrado
que esses protistas e helmintos gastrintestinais sdo relativamente frequentes em cées e gatos,
inclusive naqueles domiciliados (GENNARI et al., 1999; ALVES et al., 2005; SILVA et al.,
2007; FERNANDES et al.,, 2008; DALL'AGNOL et al.,, 2010; ANJOS et al., 2013;
ALMEIDA et al., 2015; LALLO et al., 2016).

A ocorréncia de animais infectados por um ou mais parasitos gastrointestinais nas
populacgdes de cées e gatos foi bastante significativa neste estudo (48,7%). Apesar dos animais
serem domiciliados, a maioria deles tinha acesso a area externa (quintal) dos domicilios e
muitas das vezes caminhavam entre 0s mesmos. Com isso, eles eram mais expostos a fontes
de infeccBes, tendo contato com outros animais da mesma ou de diferente espécie. Além
disso, ndo se deve descartar a possivel ingestdo de agua e alimentos inapropriados ao
consumo, tanto fora quanto no interior dos domicilios. E importante destacar que o0s
proprietarios ofereciam aos seus animais agua encanada e sobra de alimentos de humanos.
Essas condi¢des observadas dos animais amostrados poderiam favorecer a infeccdo de varios
parasitos, inclusive Cryptosporidium spp..

Cryptosporidium spp. € um patégeno de veiculacdo hidrica, podendo infectar uma
ampla variedade de hospedeiros vertebrados, inclusive humanos (FAYER, XIAO, 2008).
Sabe-se que a cloracdo da agua apresenta um beneficio indiscutivel a saide humana, uma vez
que o cloro é um desinfetante comum capaz de destruir e/ou inativar a maioria dos
microrganismos patogénicos transmitidos pela agua (SANTOS et al., 2011). Porém, os
processos convencionais de tratamento da dgua nao sdo totalmente eficientes para certas
parasitoses, como os protistas Cryptosporidium spp. e Giardia spp. (ROSE et al., 2002), que
possuem o0o0cistos e cistos, respectivamente, resistentes aos processos de cloragdo e ao
aumento de temperatura, permanecendo viaveis por muito tempo no ambiente.

A ingestdo de certos alimentos crus ou mal cozidos que estejam contaminados
aparenta ser fator de risco para infeccdo por Cryptosporidium spp. (RAMBOZZI et al., 2007;
MOURA et al., 2009). Por isso é necessario evitar administrar aos animais alimentos nessas
condicOes, dando preferéncia em ferver ou entdo, oferecer dieta comercial para 0s animais,
sob a forma de racGes.

Quase metade dos animais que apresentaram amostras de fezes positivas (46,5%)
nesta pesquisa, independente do parasito diagnosticado, ndo manifestaram diarreia,
principalmente nas amostras de cdes. Este dado enfatiza a importancia da realizagdo
rotineiramente de exames coproparasitologicos nos animais de companhia, mesmo quando
eles estdo aparentemente saudaveis, servindo assim, como uma medida de prevencéo.
Infelizmente a grande maioria dos animais amostrados ndo tinha acesso a assisténcia médico
veterinaria.

Todos os animais que habitavam o mesmo domicilio compartilhavam de pelo menos
um parasito gastrointestinal, como foi observado neste trabalho com relagéo aos trés gatos
com criptosporidiose. Segundo Ederli et al. (2008), animais que habitam juntos num mesmo
espaco podem favorecer a disseminacdo de parasitos, e consequentemente, aumentar o risco
de infeccdo. Isto possivelmente ocorreria pela contaminagdo ambiental da forma infectante,
facilitando a ingest@o por possiveis hospedeiros.

No presente estudo, nos domicilios que tinham mais de um animal de companbhia,
conviviam apenas gatos com gatos e cdes com caes, mas ndo se deve descartar a possibilidade
da contaminacdo ambiental com fezes de animais errantes, que por ventura poderiam estar
infectados e defecarem préximo aos domicilios. Tem que se levar em consideragcdo também a
contaminacdo ambiental de oocistos pelo auxilio do escoamento de &guas das chuvas. Além
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do que, a grande maioria desses animais tinha acesso fora dos domicilios, podendo desta
forma, possivelmente favorecer a infeccdo extradomiciliar.

Neste trabalho, as infeccfes com mais de um parasito gastrointestinal por animal ndo
foram muito frequentes, representando somente 22,4% de todas as amostras positivas. O
quadro clinico de diarreia em animais infectados por apenas um parasito foi presente em
alguns casos e ausente em outros. Porém, quando o mesmo animal era infectado por mais de
um parasito, geralmente apresentava diarreia (84,6%). Essa correlacdo entre infeccdes
concomitantes e a presenca de diarreia também foi constatada por Causapé et al. (1996) e
Gizzi et al. (2014), os quais utilizaram cdes em seus estudos. No entanto, Yang et al. (2015)
relataram coinfeccdes entre Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em quatro gatos que nédo
apresentavam diarreia ou qualquer outro sintoma conhecido.

Infecgbes concomitantes envolvendo Cryptosporidium spp. em cdes e gatos vém
sendo relatadas por varios autores. Giardia intestinalis e os representantes da familia
Ancylostomatidae sdo alguns dos parasitos que mais se destacam nessa associagdo
(FERNANDES et al., 2008; OVERGAAUW et al., 2009; ANJOS et al., 2013; SOTIRIADOU
et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015; LI et al., 2015; YANG et al., 2015; XU et al., 2016).
Infecgbes com trés ou mais parasitos, incluindo Cryptosporidium, também séo encontradas,
mas em menor ocorréncia. Em um abrigo de gatos foi verificado que um animal estava
infectado por Cryptosporidium sp., Cystoisospora sp. e Ancilostomideos ao mesmo tempo
(HUBER et al., 2002).

No presente trabalho, uma cadela parasitada por Cryptosporidium spp. também estava
infectada por Dipylidium caninum. O animal em questdo era idoso, 12 anos de idade, e
consequentemente possuia um sistema imunolégico comprometido, possivelmente, o
tornando mais suscetivel a varias outras infec¢des. Dipylidium caninum é um helminto que
comumente acomete cées e gatos, um dos sintomas mais frequente desta infeccdo € a diarreia
(ALHO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2016). Sendo assim, a idade avancada do animal
citado anteriormente e a coinfeccdo poderiam justificar a presenca de diarreia neste caso.

5.4 Diagnostico Molecular de Cryptosporidium spp.

Estudos moleculares da criptosporidiose com cées e gatos vém sendo conduzidos
tentando esclarecer possiveis envolvimentos desses animais como fonte de infeccdo para
humanos, enfatizando o papel desses animais como reservatorio e disseminadores de oocistos
no meio ambiente. Neste estudo, todas as amostras que foram positivas na microscopia, foram
confirmadas através do uso de metodologias moleculares. Para tal, foi usado o 18S como gene
alvo, pois este oferece uma excelente sensibilidade (CHECKLEY et al., 2015), além de ser
amplamente utilizado (FAYER et al., 2001; PAVLASEK, RYAN, 2007; THOMAZ et al.,
2007; LUPO et al., 2008; YOSHIUCHI et al, 2010; YANG et al., 2015). Desta forma, sendo
diagnosticados C. parvum, C. canis em cées e C. felis em gatos.

Nos ultimos anos, as técnicas de biologia molecular utilizadas para a deteccdo de
Cryptosporidium sp. se desenvolveram, sendo eficazes ndo apenas no diagndstico das
espécies e gendtipos, mas identificando os espécimes inclusive em subtipos, propiciando um
melhor entendimento da biologia e da epidemiologia do protozoario (XIAO, RYAN, 2004;
XIAO, 2010). Tais metodologias sdo aplicadas no estudo da sistematica, em particular na
resolucdo do problema taxonémico, em ecologia dos parasitos, evolugdo biologica, genética
de populagéo, estrutura de comunidades, epidemiologia e interagdo com seus hospedeiros,
melhorando o entendimento da relacéo parasito hospedeiro. No Brasil, apesar da existéncia de
investigacOes sobre a infeccdo por Cryptosporidium em cdes e gatos, a identificacdo genética
do parasito ainda é pouco explorada.
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Como na maioria das publicacdes anteriores a este estudo, no Brasil e em outras partes
do mundo (HUBER et al., 2007; THOMAZ et al., 2007; PALMER et al., 2008; SEVA et al.,
2010; YOSHIUCHI et al., 2010; OSMAN et al., 2015; XU et al., 2016; GIL et al., 2017),
foram detectadas as espécies C. canis e C. felis em cdes e gatos, respectivamente. Isso reforca
a ideia que C. canis parece ter um determinado grau de especificidade com caes, assim como,
C. felis tem com gatos.

Os cdes e gatos podem abrigar ndo sO espécies adaptadas aos hospedeiros, como
também outras espécies de Cryptosporidium. Hajdusek et al. (2004) identificaram C.
meleagridis em um céo na Republica Checa, mas ndo foram apresentadas caracteristicas sobre
0 animal. Posteriormente, nenhum outro caso relacionando essa espécie em caes foi relatado.
Casos em cdes com C. hominis, C. scrofarum e C. ubiquitum foram descritos apenas uma vez.
A primeira e a terceira espécie foram encontradas em cées errantes, e a segunda foi em um
cdo de abrigo (LI et al., 2015; GIL et al., 2017; KOSTOPOULOQU et al., 2017).

Cryptosporidium felis € a principal espécie de Cryptosporidium detectada
naturalmente em gatos (LUCIO-FORSTER, 2010). No entanto, Yang et al. (2015)
descreverem infeccdes por C. ryanae, o gendtipo Cryptosporidium do rato Il e um novo
gendtipo mais intimamente relacionado a este genotipo em gatos. Como esses casos Sao
bastante recentes, mais estudos sdo necessarios para determinar a gama de Cryptosporidium
que infectam gatos.

Cryptosporidium parvum e C. muris também tém sido relatados ocasionalmente
infectando cédes e gatos. Estudo realizado em canis e propriedades privadas na Italia foi
encontrado sete cées infectados por C. parvum, enquanto que apenas um estava infectado por
C. canis (GIANGASPERO et al., 2006). Em um canil no Texas, nos EUA, 49 dos 70 caes
estavam infectados por C. muris e todos assintomaticos (LUPO et al, 2008). Em gatos, casos
de infeccdes por C. muris (SANTIN et al., 2006; PAVLASEK, RYAN, 2007; FITZGERALD
etal., 2011; YANG et al., 2015) parece ser maior que C. parvum (SOTIRIADOU et al., 2013;
LI et al., 2015). Porém, at¢ o momento, sdo relatos envolvendo exclusivamente em um
animal.

Na atual pesquisa, o diagndstico de C. parvum nas amostras fecais de dois cdes é
considerado de grande relevancia, devido ao fato de que esta espécie de Cryptosporidium
apresentar baixa especificidade por hospedeiros (RAMIREZ et al., 2004). Lallo e Bondan
(2006) foram os Unicos brasileiros a emitiram o diagnostico de C. parvum em amostras de
caes, apds a amplificacdo do DNA, mas ndo realizaram 0 sequenciamento para detectar a
espécie. Com isso, ndo foi possivel fazer conclusbes sobre o potencial epidemiolégico dos
caes positivos. Deste modo, este € o primeiro diagndstico de C. parvum em cées confirmado
através do uso de ferramentas moleculares no Brasil e consequentemente, no estado do Rio de
Janeiro.

Segundo Lupo et al. (2008), a criptosporidiose canina, em particular, parece ser uma
infeccdo leve, independentemente da espécie de Cryptosporidium envolvida. Na presente
pesquisa, a diarreia foi ausente em cées infectados tanto por C. canis quanto C. parvum. Em
caes infectados por C. parvum na Italia, a diarreia foi presente nas fezes de alguns e ausentes
nas fezes de outros (GIANGASPERO et al., 2006).

Os dados aqui encontrados refletem preocupacdo, pois além da criptosporidiose ser
debilitante para o hospedeiro, as espécies diagnosticadas mostraram ser capazes de infectar
humanos, principalmente criancas e pacientes imunocomprometidos em diversos estudos
(XIAO et al., 2001; CAMA et al., 2007; LUCCA et al., 2009; ELWIN et al., 2012; FENG et
al., 2012; ADAMU et al., 2014).
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5.5 Importancia de C. parvum, C. felis e C. canis como Zoonose

O papel dos cées e gatos na criptosporidiose humana tem sido o foco de muita atencao.
Estudos moleculares de Cryptosporidium em amostras fecais de cées e gatos tém sido bem-
sucedidos e demonstraram que a maioria das infeccdes nestes animais é causada por C. canis
e C. felis especificos do hospedeiro, respectivamente. Sendo que a maioria das infecces que
acometem humanos esté associada a C. hominis e C. parvum; seguidas por C. canis e C. felis,
sendo que com essas duas Ultimas espécies ha poucos registros (XIAO et al., 2001; CAMA et
al., 2007; LUCCA et al., 2009; ELWIN et al., 2012; FENG et al., 2012; ADAMU et al.,
2014). Entretanto, estudos epidemioldgicos moleculares sustentam que h& risco de
transmissdo zoonotica mesmo que as estimativas sejam baixas para infeccbes em humanos.
Deste modo, as trés espécies de Cryptosporidium diagnosticadas neste estudo apresentam
potencial zoondtico, C. parvum e C. canis, evidenciadas em cées e C. felis em gatos.

A prevaléncia das espécies de Cryptosporidium incomuns em humanos varia
geograficamente. No Brasil, em uma area urbana do municipio de Sdo Paulo, Lucca et al.
(2009) examimaram 27 amostras fecais de humanos infectados com HIV. Apé6s o
sequenciamento, revelou a presenca de C. felis em 5 amostras (18,5%), C. parvum em 4
(14,8%) e C. canis em apenas 1 (3,7%). Na Etiopia, estudo realizado com 520 humanos
também com HIV, 92 pacientes estavam infectados com C. parvum, 5 com C. felis e 2 com C.
canis (ADAMU et al., 2014). Na Inglaterra e no pais de Gales, entre os anos de 2000 a 2008,
apos a andlise de 14.469 amostras de criptosporidiose humana, constatou-se que 6.372
individuos eram infectados por C. parvum, 38 por C. felis e 1 por C. canis (ELWIN et al.,
2012a).

A realizacdo de estudos epidemiol6gicos serve como importante avaliacdo dos
possiveis riscos a saude humana, visto que oocistos de Cryptosporidium spp. foram
encontrados em amostras ambientais (JEX et al., 2008; SMITH, NICHOLS, 2010).
Mahmoudi et al. (2015) realizaram uma andlise nas aguas de um rio no Ird que revelou a
presenca de cinco espécies de Cryptosporidium, entre elas estavam C. parvum e C. canis. A
espécie C. parvum também foi encontrada em uma estacdo de tratamento de aguas residuais
na Espanha, em rios no Brasil e na Tailandia, e em amostras de dgua ndo tratada e potavel na
Escocia (NICHOLS et al., 2010; KOOMPAPONG, SUKTHANA, 2012; GALVAN et al.,
2014; BUENO FRANCO et al., 2016).

Nesta pesquisa, como dois cdes infectados por C. parvum, e os outros dois por C.
canis eram assintomaticos, eles poderiam estar servindo como reservatérios para a
criptosporidiose humana, ja que tinham acesso aos domicilios de seus tutores. Por essa raz&o,
os tutores de animais de companhia, especificamente de cées e gatos, precisam ser informados
adequadamente sobre os possiveis riscos de zoonoses.

Ferreira et al. (2012) realizaram um estudo com cdes e gatos pertencentes a populacao
humana de idosos com mais de 70 anos de idade em Teresdpolis, no Rio de Janeiro e
verificaram que esses animais tinham uma positividade muito elevada para Cryptosporidium
spp. (43,9%). Como forma de diagnostico foi usada a técnica de Ziehl-Neelseen modificada e
o teste Imunoenzimatico (sendo que ndo foi especificado detalhes sobre os mesmos), e
posteriormente, as amostras positivas foram submetidas na reacdo em cadeia de polimerase,
porém ndo chegaram ao diagnostico de espécie. Os autores caracterizaram maior
probabilidade de exposicdo desse parasito em grupos populacionais apontados como mais
suscetiveis a infecces.

Além de Cryptosporidium spp., quase todos 0Ss outros parasitos gastrointestinais
diagnosticados nas amostras fecais dos cdes e gatos sdo agentes de doengas zoondticas
considerados relevantes para a satde publica. Giardia intestinalis, Toxocara canis, Toxocara
cati, assim como Cryptosporidium spp., possuem rota de transmissdo ora-fecal. Além disso, o
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maior componente para a disseminacdo € a presenca de cistos, ovos e oocistos no ambiente
(LALLO et al., 2016). Algumas espécies da familia Ancylostomatidae podem ocasionar a
larva migrans cutdnea, conhecida popularmente como bicho geografico, em humanos
(ALVES et al., 2005). No caso de Dipylidium caninum, o ser humano se infecta da mesma
maneira que 0s animais, ingerindo acidentalmente uma pulga infectada, a qual representa o
hospedeiro intermediario (ALHO et al., 2015). A identificacdo destes parasitos serve como
um alerta para a area do estudo da pesquisa. Se medidas preventivas forem aplicadas, podem
reduzir o risco de transmissao para humanos e outros animais.

Os dados deste estudo fornecem evidéncias moleculares que o risco de transmisséo
zoondtica de Cryptosporidium pelo contato proximo entre proprietarios e seus cdes de
companhia sejam provavelmente significativos nesta area de estudo devido a presenca de C.
parvum. Com riscos menores de transmissdes zoondticas, mas ndo menos importantes, C.
canis e C. felis também merecem atencdo, principalmente em humanos por serem mais
suscetiveis a infecgdes. Além disso, as possiveis implicacbes a saude de cdes e gatos
infectados por qualquer uma das espécies mencionadas acima nao podem ser ignoradas.

Portanto, cuidados especiais sdo necessarios quanto a profilaxia do parasito e aos
animais infectados, buscando dessa forma, diminuir a fonte de disseminacdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. para 0 meio ambiente. Devido ao impacto dessas espécies na saude
publica e veterinaria, mais estudos precisam ser realizados, incluindo outras ferramentas
moleculares. Uma dessas baseia-se na analise de sequéncias do gene gp60, que permitird a
identificacdo das familias de genotipos e subgendtipos dentro de cada uma das espécies
diagnosticadas neste estudo, principalmente de C. parvum, por ser uma espécie de maior
prevaléncia em humanos. A importancia desta identificacdo baseia-se no fato de que nem
todos os subtipos ou subgenotipos apresentam potencial zoonético.

Investigacdes futuras deverdo continuar para uma melhor compreensdo do potencial
de transmissdo zoondtica de Cryptosporidium spp. entre seres humanos e seus animais de
companhia (cées e gatos) que compartilham um mesmo domicilio. Esses hospedeiros devem
ser investigados no que diz respeito a distribuicdo de espécies de Cryptosporidium e
genotipos envolvidos. Além disso, a sequéncia ou ordem das infecgdes, o curso da doenca, a
idade e o estado imunoldgico dos individuos infectados também precisam ser analisados. Tais
investigacOes sdo dificeis de serem organizadas, isto porque, todos os membros da familia
(humanos e animais) precisam estar sincronizados no que diz respeito a coleta de amostras
fecais, onde estas deverdo ser recolhidas durante um periodo de vérias semanas, a fim de que
qualquer oocistos recuperados sejam verdadeiramente um resultado de infeccdo e ndo uma
simples "passagem" por uma pessoa ou animal de estimacdo sem causar infeccdo (falso
parasitismo). Além disso, 0s oocistos recuperados devem ser geneticamente identificados,
sendo tambem dificil de determinar com certeza a dire¢do da infeccdo, ou seja, 0 proprietério
se infectou primeiro e, em seguida, infectou o cdo e/ou o gato? O animal foi infectado
primeiro e, em seguida, eliminou oocistos que infectou o proprietario? Ou, 0s animais e 0s
seres humanos infectaram-se a partir de uma fonte comum de oocistos, como exemplo, a
agua?
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6 CONCLUSOES

Foram identificadas trés espécies de Cryptosporidium, sendo duas em cées (C. parvum
e C. canis) e uma em gatos (C. felis).

O estudo atual representa o primeiro registro no Brasil e consequentemente no estado
do Rio de Janeiro de C. parvum em cdes, contribuindo para tragar a epidemiologia
molecular deste agente etiolégico mundialmente.

As trés espécies de Cryptosporidium diagnosticadas neste estudo, sdo consideradas de
importancia em salde humana e animal. Além da criptosporidiose ser debilitante para
0 hospedeiro, esses dados refletem preocupacdo, pois as espécies detectadas
apresentam potencial zoonotico.

Além da importancia do diagndéstico das espécies de Cryptosporidium, ndo se deve

negligenciar 0s outros parasitos gastrointestinais que foram encontrados, pois também
apresentam importancia tanto em satde humana quanto animal.
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8 ANEXOS

Anexo A. Resultados da pesquisa de amostras fecais de cdes domiciliados em Campo Grande,
Rio de Janeiro.

RESULTADO DE EXAME

AMOSTRA | SEXO RACA IDADE DIARREIA PARASITOLOGICO DE FEZES
01 F SRD 3 anos Presente Ancylostomatidae
02 M SRD Sanose3 Ausente Negativo

meses
03 M SRD 7 anos Ausente Negativo
04 M SRD 10 anos Ausente Toxocara canis
05 M SRD 8 anos Ausente Negativo
06 M SRD 6 meses Ausente Giardia intestin_alis €
Ancylostomatidae
07 M Pastor Aleméo 4 anos Presente Cystoisospora spp.
08 M SRD 3 anos Ausente Negativo
09 M Rottweiler 6 anos Presente Cystoisospora Spp. €
Ancylostomatidae
10 F Rottweiler 10 anos Presente Cystoisospora spp.
11 M SRD 4 anos Presente Negativo
12 F SRD 12 anos Ausente Ancylostomatidae
13 F Pinscher 7 anos Ausente Toxocara canis
14 M SRD 2 anos e 6 Presente Giardi:_:\ intestinalis e
meses Cystoisospora spp.
15 M SRD 10 meses Presente Cystoisospora spp.
16 M SRD 13anos | Ausente Trichuris vulpis e
Ancylostomatidae
17 M SRD 3 anos Ausente Cryptosporidium spp.
18 F SRD 6anose 7 Ausente Toxocara canis
meses
19 F SRD 8 anos Ausente Giardia intestinalis
20 F SRD 10 meses Presente Cystoisospora spp.
21 M Labrador ! anos € Presente Ancylostomatidge €
meio Toxocara canis
22 F SRD 6 meses Presente Ancylgstomatldae €
Cystoisospora spp.
23 M SRD 5 anos Presente Giardia intestinalis
24 M SRD 3anose3 Ausente Toxocara canis
meses
25 F Rottweiler 4 anos Ausente Toxocara canis
26 M Pastor Aleméo 7 anos Ausente Giardia intestinalis
27 M SRD 9 meses Presente Cystoisospora spp.
28 M SRD 5 anos Ausente Cryptosporidium spp.
29 F Dachshund 5 anos Ausente Negativo
30 F SRD 3 anos Ausente Negativo
31 M Dachshund 4 anos Presente Dipylidium caninum
32 M SRD 1 ano Presente Cystoisospora spp.

* F: Feminino; M: Masculino; SRD: Sem Raca Definida.
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Anexo A. Resultados da pesquisa de amostras fecais de cdes domiciliados em Campo Grande,
Rio de Janeiro (Continuacao).

RESULTADO DE EXAME
AMOSTRA | SEXO RACA IDADE DIARREIA PARASITOLOGICO DE EEZES
33 M Pinscher 8 anos Ausente Negativo
34 M SRD 3 anos Presente Cystoisospora spp.
35 F Pastor Alemao 11 anos Ausente Negativo
36 M SRD 2anose T Ausente Negativo
meses
37 F SRD 5 anos Presente Cystoisospora spp.
38 F SRD 9 anos Ausente Negativo
39 F SRD 3 ;ne?z € Ausente Cystoisospora spp.
40 M SRD 9 anos Ausente Negativo
41 F SRD 12 anos Presente Cry_pto§p_or|d|um.spp. €
Dipylidium caninum
42 M SRD 2 anos Ausente Cystoisospora spp.
43 F Pastor Alemao lniz;)oe Presente Ancylostomatidae
44 M SRD 5 anos Ausente Giardia intestinalis
45 M SRD 2 anos Ausente Negativo
46 F SRD 7anose3 Ausente Negativo
meses
47 M Pastor Alemao 4 anos Presente Giardia intestinalis
48 M Labrador 3 anos Ausente Cryptosporidium spp.
49 F SRD 11 anos Ausente Negativo
50 F SRD 2 anos Ausente Negativo
51 M SRD 5 anos Presente Cystoisospora spp.
52 M Dachshund 8 anos Ausente Negativo
53 F SRD 7 anos Presente Negativo
54 F Beagle Sanose8 Ausente Negativo
meses
55 M SRD 3 anos Ausente Dipylidium caninum
56 M SRD 10 anos Presente Giardia intestinalis
57 M SRD 5 anos Ausente Cryptosporidium spp.
58 M Pastor Aleméo 11 anos Ausente Negativo
59 M SRD 8 anos Ausente Cystoisospora spp.
60 F SRD 6 ;r;?g € Ausente Cystoisospora spp.
61 M SRD 8 anos Ausente Negativo
62 M Pinscher 6 anos Presente Giardia intestinalis
63 F SRD 2 anos Ausente Negativo
64 F Rottweiler 6 anos Ausente Negativo

* F: Feminino; M: Masculino; SRD: Sem Raca Definida.
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Anexo B. Resultados da pesquisa de amostras fecais de gatos domiciliados em Campo

Grande, Rio de Janeiro.

RESULTADO DE EXAME
AMOSTRA | SEXO RACA IDADE DIARREIA PARASITOLOGICO DE FEZES
01 M SRD 3 anos Presente Cystoisospora Spp. €
Ancylostomatidae
02 M SRD 1 ano Ausente Negativo
03 M SRD 4 anos Ausente Negativo
04 F SRD / anos € Presente Negativo
meio
05 M SRD 10 anos Presente Ancylostomaude}e €
Toxocara cati
06 M SRD 3 anos Ausente Negativo
07 F Angora 8 anos Ausente Negativo
08 M SRD 6 anos Ausente Negativo
09 M SRD 2 211?3 € Ausente Toxocara cati
10 M SRD 5 anos Ausente Negativo
11 F SRD lanoe4d Ausente Negativo
meses
12 M SRD 3 meses Presente Cryptosporidium spp.
13 M SRD 3 meses Presente Cryptosporidium spp.
14 M SRD 3 meses Presente Cryptosporidium spp.
15 M Siamés 10 anos Ausente Negativo
16 F SRD 3 anos Ausente Negativo
meio
17 F Angora 5 anos Ausente Negativo
18 F SRD 10 anos Ausente Negativo
19 F SRD 8 anos Presente Giardia intestinalis
20 M SRD 3 anos Ausente Negativo
21 M SRD 4 anos Ausente Negativo
22 M SRD 7 anos Ausente Negativo
23 M SRD ! ano € Ausente Negativo
meio
24 M SRD 8 meses Presente Cystoisospora spp.
25 M SRD 4 anos Ausente Negativo
26 M SRD 9 anos Ausente Negativo
27 F Siamés 5 anos Ausente Ancylostomatidae
4anose 3 .
28 M SRD meses Ausente Negativo
29 F SRD 6 anos Presente Glard|:_;1 intestinalis &
Cystoisospora spp.
30 M SRD 3 anos Ausente Negativo
31 M SRD 5 meses Presente Cystoisospora spp.
32 F SRD 3 anos Ausente Negativo
33 F SRD 10 anos Presente Negativo
34 F SRD 4 anos Ausente Toxocara cati
35 F SRD 2anose 3 Ausente Negativo
meses

* F: Feminino; M: Masculino; SRD: Sem Raca Definida.
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Anexo B. Resultados da pesquisa de amostras fecais de gatos domiciliados em Campo

Grande, Rio de Janeiro (Continuacao).

RESULTADO DE EXAME

AMOSTRA | SEXO RACA IDADE DIARREIA PARASITOLOGICO DE FEZES

36 M Angora 3 anos Ausente Negativo

37 M SRD 7 anos Ausente Negativo

38 M SRD 5 anos Presente Negativo

39 M SRD 3 anos Ausente Negativo

40 M SRD 8 meses Ausente Negativo

41 M SRD 2 anos Presente Cystoisospora Spp. €

Ancylostomatidae

42 M SRD 4 anos Ausente Negativo

43 M SRD 2 anos Ausente Ancylostomatidae

44 F Persa 10 anos Ausente Negativo

45 F SRD lanoes Ausente Negativo
meses

46 F SRD 8 anos Ausente Negativo

47 F SRD 3 anos Ausente Negativo

48 M Persa 6anose 4 Ausente Negativo
meses

49 M SRD 5 anos Presente Giardig intestinalis e

Cystoisospora spp.

50 M SRD 9 anos Presente Negativo

51 M SRD 1 ano Ausente Negativo

52 M SRD 2anose3 Ausente Negativo
meses

53 F SRD 11 meses Ausente Giardia intestinalis

54 F SRD 4anose 3 Presente Giardig intestinalis e
meses Cystoisospora spp.

55 F SRD 8 anos Ausente Negativo

* F: Feminino; M: Masculino; SRD: Sem Raca Definida.
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Anexo C. Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) - Protocolo N° 070/2014.

C¥'E Comissd@o de Etica
no Uso de Animais
US&A

INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRRJ

Seropédica 14 de junho de 2017

ALTERACAO DE TiTULO

Declaramos para os devidos fins que aprovada a solicitacdo de alteragdo de titulo do
projeto CEUA N2 070/2014 de “Giardia intestinalis em amostras fecais de c3es e gatos
domiciliados: Avaliagdo microscépica, imunolégica e molecular” para “ Parasitas
géstrolntstinals em amostras fecais de cdes e gatos domiciliados: Avaliacdo
microscépica, imunolégica e molecular”, encaminhado pelo Professor (a) do
Departamento de Parasitologia Animal, Teresa Cristina Bergamo do Bomfim. Informamos
que foi aprovado em reunido ordindria da CEUA-IV realizada no dia 14 de junho de 2017,

apos avaliagdo do plendrio da referida Comissdo.

Foko B Scot e

Jonimar Pereira Paiva
Fabio Barbour Scott

i d -1V
Eissrdmadior CEAAG Vice-Coordenador CEUA-I

BR 465, Km 7 — Campus da UFRRJ
Seropédica - Rio de Janeiro — CEP: 23.890-000
Telefone: (021) 2682-3051 E-mail: ceuva.iv.ufrrj@gmail.com
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