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RESUMO

BRASIL, F.C. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; Julho de
2015; Diagndstico molecular de protozodrios entéricos em equinos com possivel
potencial zoondtico. Orientador: Prof. Dr. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

E notavel o avanco da medicina no diagndstico e tratamento das doencas
infectocontagiosas e parasitarias nas ultimas décadas. No entanto, algumas dessas
doencas continuam responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo, principalmente aquelas causadas pelos agentes patogénicos considerados
emergentes e reemergentes. As parasitoses emergentes como a criptosporidiose e
microsporidiose e as reemergentes como as amebiase e giardiase, podem ser incluidas
em um grupo de parasitoses de veiculagdo hidrica causadoras de diarreias, podendo ser
veiculadas por animais domeésticos em geral e em especifico neste trabalho pelos
equinos. O objetivo deste trabalho foi determinar o “status” sanitario de equinos, criados
na periferia do municipio de Campos dos Goytacazes — RJ, em relacdo aos principais
patdégenos entéricos e 0 possivel risco aos tratadores e pessoas que convivem com
esses animais, atraves do isolamento e diagnostico molecular pela PCR (Reacdo em
cadeia da polimerase). Foram selecionadas 3 propriedades denominadas FAMILIAR,
JOCKEY e HARAS, classificadas de acordo com tipo de criacdo, localizacdo e
infraestrutura e foi feita analise molecular pela PCR. Dos 50 animais examinados 22
estavam positivos para patégenos entéricos determinando uma frequéncia de 44%,
no entanto, em um animal da JOQUEI foi detectado o DNA de Giardia spp., 0 que
equivale a uma frequéncia de 02%. Também foram diagnosticados, pela mesma
técnica, dois animais positivos para Cryptosporidium spp., frequéncia de 4%, ambos
da propriedade FAMILIAR e 19 animais infectados por Entamoeba spp., frequéncia
de 38%, onde destes, oito sdo da FAMILIAR, nove da JOCKEY e dois da HARAS.
Foi determinado o Risco relativo da infeccdo por Entamoeba spp. pelos equinos das
propriedades FAMILIAR e JOCKEY comparando ao da propriedade HARAS e
verificou-se que a propriedade FAMILIAR tem cinco vezes mais chance de ter
animais infectados (P=0,069 e Rr=5,231) do que a propriedade HARAS e que a
propriedade JOCKEY tem trés vezes mais chance dos animais apresentarem o
protozoario nas fezes (P=0,365 e Rr= 3,825) do que a propriedade HARAS.
Podemos concluir que: Provavelmente os equinos da regido de Campos dos
Goytacazes — RJ fazem parte da cadeia epidemiolégica de patdgenos entéricos de
possivel potencial zoondtico.

Palavras-chave: Equinos, diarreia, microrganismos, veiculacéo hidrica, PCR



ABSTRACT

BRASIL, F.C. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro; July 2015;
Molecular diagnosis of enteric protozoa in horses with possible zoonotic potential.
Orientador: Prof. Dr. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

Diagnéstico molecular de protozoarios entéricos em equinos com possivel potencial

zoonotico

It is remarkable medical increase in the diagnosis and treatment of infectious
and parasitic diseases in recent decades. However, some of these diseases are still
responsible for high rates of morbidity and mortality throughout the world, especially
those caused by pathogens considered emerging and reemerging. Emerging
parasitic diseases such as cryptosporidiosis and microsporidiosis and reemerging as
amebiasis and giardiasis can be included in a group of parasitic waterborne causing
diarrhea, which may be carried by domestic animals in general and in particular in
this work by horses. The objective of this study was to determine the "status" of
equine hygiene, created on the outskirts of the city of Campos dos Goytacazes - RJ,
on the main emerging and reemerging pathogens and the possible risk to handlers
and people who live with these animals, through the isolation and molecular
diagnosis by PCR. We selected three properties named FAMILIAR, JOCKEY e
HARAS, classified according to type of creation, location and infrastructure and It
was made molecular analysis by PCR (polymerase chain reaction). Of 50 animals
examined 22 were positive for enteric pathogens determining a frequency of 44%,
however, in an animal of JOCKEY was detected DNA of Giardia spp., which
corresponds to a frequency of 02% were also diagnosed by the same technique, two
animals positive for Cryptosporidium spp., 4% frequency of FAMILIAR, and 19
animals infected with Entamoeba spp., frequency of 38%, where these, eight are the
FAMILIAR, nine of JOCKEY and two HARAS. It was determined Rr of infection by
Entamoeba spp. by horses of FAMILIAR and JOCKEY properties compared to the
HARAS property and it was found that the FAMILIAR property has five times more
likely to have infected animals (P = 0.069 and R f = 5.231) than HARAS property and
that the property has three JOCKEY times more likely to submit the animal parasite
in the feces (P = 0.365, and RSS = 3.825) than HARAS property. We can conclude
that: probably horses in the Campos dos Goytacazes - RJ was part of the
epidemiological chain of enteric pathogens as possible zoonotic potential.

Keywords: equines, diarrhea, microrganisms, waterborne, PCR
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1. INTRODUCAO

E notavel o avanco da medicina no diagndstico e tratamento das doencas
infectocontagiosas e parasitarias nas Ultimas décadas. Estudos epidemiolégicos vém
contribuindo, também para o controle e prevencdo das mesmas. No entanto, algumas
dessas doencas continuam responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em
todo o mundo, principalmente aquelas causadas pelos agentes patogénicos
considerados emergentes e reemergentes.

Doencas emergentes sdo definidas como aquelas em que é observada uma
grande incidéncia de um agente infeccioso até entdo desconhecido, ou que o nimero de
casos relatados nos ultimos anos tenha aumentado significativamente em seres humanos
e animais. Ja as doencas reemergentes sao aquelas ja conhecidas que estao
reaparecendo apos um declinio significativo em seus casos de incidéncia e que passam
novamente a representar um risco a saude humana e animal.

As alteracdes climaticas também séo determinantes para o aumento da incidéncia
dessas doencas onde o homem é diretamente responsavel, através de atividades
industriais e queima de combustiveis fosseis, aumentando a concentracdo de didxido de
carbono atmosférico com emissdo de novos gases, entre outros. Aumento da
temperatura, radiacdo solar, precipitacdo e umidade contribuem para modificacbes na
estabilidade da natureza dos vetores. Além disso, temperaturas mais elevadas
predispdem, a episddios mais intensos de chuvas, permitindo que parasitas de veiculacao
hidrica possam se disseminar com mais facilidade do que normalmente ndo ocorreria.
Entre as parasitoses de veiculacdo hidrica podemos citar a criptosporidiose, a amebiase
e a giardiase.

Tais doencas, classificadas no passado como negligenciadas, ndo teriam seu
potencial de infeccao tdo exacerbado, se ndo fosse a emergéncia de doencas como a
AIDS e o cancer além de procedimentos como transplantes cada dia mais comuns,
gue possuem a imunossupressao como caracteristica que eleva a importancia de se
observar sinais clinicos que no passado trariam um “status” de morbidade, mas que hoje
séo responsaveis por significantes taxas de mortalidade.

Uma das causas apontadas como responsaveis pelo aumento do numero de

casos dessas doencas € o proprio desenvolvimento humano, que muitas vezes mantém
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ou cria condi¢gbes de transmissdo, ao inveés de evitar a sua propagacéo. Alteracdes do
meio-ambiente e do ecossistema visando modernizagédo, tais como desmatamento para
construcdo de estradas e desenvolvimento comercial (especialmente pecuaria e
agricultura), habitacdo e mudanca de habitos com intensa aproximacdo de animais
domésticos, produzem impacto significativo no ciclo de muitas dessas doencas, podendo
propiciar a disseminacéo desses agentes considerados emergentes e reemergentes.

Os animais domésticos podem transmitir ao homem numerosos parasitas
capazes de provocar doencas, as chamadas zoonoses. Dentre 0s animais
domésticos que sdo uma fonte de infec¢des e infestacdes humanas, o cdo tem um
lugar de grande importancia, sendo responsavel pela transmissdo da raiva,
leptospirose, larva migrans além de infeccdo por cestoda; os gatos sao
transmissores de toxoplasmose e helmintiases. Os bovinos possuem sua
importancia na transmissao da tuberculose, brucelose e encefalopatia espongiforme
bovina; os suinos sdo os responsaveis pela transmissdo de teniase além da
leptospiras; 0s equinos contribuem neste conjunto com a transmissdo do mormo e
tétano; os roedores com a peste bubodnica, tifo e o estreptobacilo moniliforme; os
passaros transmitem a ornitose; e todos 0s animais criados em proximidade com o
homem podem ser importantes disseminadores de zoonoses em geral, contribuindo
nas passagens pelo hospedeiro e transferéncia deste.

Os equinos podem desempenhar um papel importante na cadeia epidemioldgica
de vérias dessas doencas citadas acima, Visto 0 seu estreito relacionamento com o ser
humano, além de poderem estar infectados sem, no entanto, apresentarem sinais clinicos
das doencas ou ainda serem considerados reservatorios capazes de contaminar o
ambiente onde vivem.

As parasitoses incluidas no grupo de parasitoses de veiculacdo hidrica
causadoras de diarreias podem ser veiculadas por animais domeésticos em geral e em
especifico neste trabalho pelos equinos, apresentando sintomas clinicos ou néo,
principalmente no compartiihamento das aguas de beber e de lavagem e a possivel
contaminagdo entre fossas e pogos artesianos.

Com relacdo ao diagndstico, apesar de alguns destes parasitos poderem ser
identificados por técnicas convencionais em microscopia optica e testes laboratoriais
como o ELISA, a identificacdo correta e segura da espécie para se classificar como
sendo zoonotica, s6 pode ser confirmada através de estudos moleculares, tais como

a reacao em cadeia da polimerase (PCR), seguida de sequenciamento ou
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Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP), devido a grande
semelhanca morfolégica existente entre espécies. Além disso, as técnicas
moleculares sdo comprovadamente mais sensiveis que as de microscopia e ELISA,
0 que minimiza, portanto, as chances de ocorréncia de resultados falso-negativos
em amostras com pouca quantidade de cistos e 0ocistos.

Em pesquisas que realizam andlise molecular apenas de amostras previamente
consideradas como positivas em microscopia, corre ainda o risco de condicionar 0s
resultados a espécies e genétipos que produzem elevada quantidade de cistos e
oocistos. Portanto, para a obtencdo de resultados fidedignos e confiaveis, é
essencial o emprego de uma analise molecular em todas as amostras utilizadas em

diagnésticos.

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar o “status” sanitario de equinos, criados na periferia do municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ em relagdo aos principais protozoarios de veiculacao

hidrica e o possivel risco aos tratadores e pessoas que convivem com esses animais.

2.2 ESPECIFICO

e Detectar e identificar a presenca de material gendmico de espécies de
protozodarios com potencial risco a saude publica, principalmente os do grupo
dos causadores de diarreia como Cryptosporidium spp., Entamoeba spp. e
Giardia spp em fezes de equinos, através do isolamento e diagndstico

molecular pela PCR.
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3 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o oferecimento de uma agua potavel de qualidade em rede para
toda populacdo ainda € um problema a ser resolvido e que por esse motivo, uma
grande parte da populacdo ainda utiliza fontes de agua alternativas como as de
minas, po¢cos comuns ou ainda aguas de subsolo, oriundas de pogos artesianos,
sem tratamento, que podem estar contaminadas por dejetos fecais eliminados pelos
animais domésticos e silvestres ou do préprio homem.

Atualmente, existe uma escassez de dados baseados em biologia molecular
de parasitas no Brasil, uma vez que a maioria das pesquisas ainda € realizada
apenas por técnicas baseadas em microscopia. Apesar de alguns protozoarios
poderem ser identificados por técnicas convencionais em microscopia Optica, a
identificacdo correta e segura da espécie s6 podera ser confirmada através de
estudos moleculares, tais como a PCR seguida de sequenciamento ou RFLP, devido
a grande semelhanca morfologica existente entre géneros diferentes, em um mesmo
género ou ainda entre espécies e cepas ou genotipos dentro de uma mesma
espécie. Além disso, as técnicas moleculares sdo comprovadamente mais sensiveis
gue as de microscopia em amostras com pouca quantidade de cistos e oocistos, 0
gue minimiza, portanto, as chances de ocorréncia de resultados falso-negativos.

De maneira geral, h4 escassez de literatura sobre as etiologias e alguns
detalhes da epidemiologia das principais protozooses, dentre estas as de veiculacéo
hidrica. Desta forma justifica-se uma pesquisa que determine o “status” sanitario de
equinos, quanto aos principais protozoarios zoonéticos e seu potencial risco de

transmissao as pessoas que convivem em mesmo ambiente que estes animais.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 DESENVOLVIMENTO HUMANO E AS DOENCAS PARASITARIAS

Segundo o Ministério da Saude (2010) os movimentos de emergéncia de
novas doencas transmissiveis como a AIDS; de ressurgimento em novas condi¢cfes
de doengas “antigas” como a célera ou a dengue; de persisténcia de endemias
importantes como a tuberculose; e de ocorréncia de surtos inusitados de doencas
como a Febre do Oeste do Nilo nos Estados Unidos, demonstram que tanto paises
em desenvolvimento como o0s desenvolvidos ndo estdo livres das doencas
infecciosas.

No Brasil, a partir do ultimo quarto do século XX ocorreu uma perda de
importancia relativa das doencas parasitarias, principalmente as que contribuiram
para criar uma falsa expectativa de que todo esse grupo de doencas estaria proximo
a extincdo. Entretanto o seu impacto na morbidade ainda é importante,
principalmente aquele produzido pelas doencas para as quais ndao se dispbe de
mecanismos eficazes de prevencédo e controle (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
Este mesmo 6rgéo cita que no periodo compreendido entre o inicio da década de
1980 e da presente década, as doencas infecto parasitarias no Brasil apresentam-se
em um quadro complexo que pode ser resumido em trés grandes tendéncias:
doencas transmissiveis com tendéncia declinante; doencas transmissiveis com
guadro de persisténcia e doencas transmissiveis emergentes e reemergentes.

A crescente urbanizacao, industrializacdo e o avanco da agricultura e da
pecudria proporcionam um maior contato entre as populacdes humanas, bem como
de seus animais domeésticos com as populacdes de animais silvestres nos seus
habitats, facilitando a disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios entre
esses hospedeiros (CORREA e PASSOS, 2001).
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4.2 VEICULACAO DE ZOONOSES POR ANIMAIS DOMESTICOS

A cada dia, espécies animais sdo adotadas como “pet’, estreitando a
convivéncia com seres humanos e modificando seu papel na relagdo homem-animal
(JULIANO et al., 2006).

Para Overall (1997) compreender o papel do animal no grupo social humano
a que pertence € essencial para alcancar os objetivos desejaveis na pratica
veterinaria. Da mesma forma, Faraco e Seminotti (2004) destacam a importancia da
compreensao e do reconhecimento por parte dos profissionais, dessa nova realidade
nas organizagdes sociais resultantes de grupos “multiespécies”, onde animais de
estimacao sédo considerados como “membros da familia”.

A utilizacdo de animais como terapia — Terapia Animal Assistida (TAA) foi
utilizada intuitivamente por William Tuke em 1792, no tratamento de doentes
mentais. Ja equoterapia, uma modalidade TAA, teve seus primeiros relatos como
tratamento médico no século XVIII, com o objetivo de melhorar o controle postural, a
coordenacdo e o equilibrio de pacientes com disturbios articulares (DE PAUW,
1984). Friedmann (1990), foi um dos pioneiros no estudo dos efeitos da interacao
homem-animal sobre parametros fisiologicos e saude cardiovascular humana, sendo
gue os resultados de diferentes estudos demonstraram que a TAA pode promover a
saude fisica através de trés mecanismos basicos que incluem a diminuicdo da
soliddo e da depressédo; diminuindo a ansiedade, os efeitos do sistema nervoso
simpatico e aumentando o estimulo para pratica de exercicios. Consequentemente
h& um impacto positivo no controle das irritagdes diarias provocadas pelo “stress” e
uma melhoria na qualidade de vida e saude fisica dos individuos.

Animais domeésticos e animais errantes sao hospedeiros definitivos de
parasitas com potencial zoondtico. Parasitas entéricos contaminam o0 meio
ambiente, especialmente o solo/areia, pelas mais variadas formas e géneros
parasitarios, favorecendo o risco de infeccGes ao homem. Essa exposicdo ndo é
limitada apenas no ambito doméstico, uma vez que animais domesticados sdo
frequentemente levados por seus proprietarios para passear, trabalhar e ou estédo
abandonados em areas publicas, como pracas e parques, destinados a recreacéo
humana (SOMMERFELT et al., 2006).
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Do ponto de vista epidemiologico, animais errantes tém um papel importante
na contaminacdo do meio ambiente, uma vez que nao recebem tratamento
veterindrio visando o controle parasitario e circulam por véarias areas publicas,
favorecendo a disseminagcdo de doencas infecciosas, sendo elas causadas por
virus, bactérias, protozoarios ou fungos patogénicos. O parasitismo exerce uma
série de reacbes sobre o hospedeiro, podendo causar perturbacdes mecanicas
tissulares, reagfes inflamatdrias, desequilibrio nutricional neurolégico e cognitivo,
sangramentos intestinais, perda do apetite, obstrucédo intestinal, prolapso retal, e que
dependo do grau e situacao imunoldgica pode levar o individuo a ébito (SANTOS e
MERLINI, 2010). A deficiéncia nas condi¢cdes de saneamento basico e de educacao
sanitaria esta, na maioria das vezes, relacionada a veiculacdo e transmissdo de
parasitas, onde aproximadamente 50% dos individuos infectados em todo o mundo
séo criancas em idade escolar, devido ao maior contato ao se exporem em caixas
de areia de pracas e parques publicos, creches e escolas (NUNES et al., 2000).

Varios estudos ja foram desenvolvidos para avaliar a ocorréncia de parasitas
zoonoticos em areia de creches, pracas e parques no Brasil. Entretanto, esses
estudos sdo mais frequentes nas regides Sul e Sudeste do pais (PERUCA et al.,
2012). Segundo Irwin (2002) ao longo dos séculos, houve muitas mudancas com
relacdo as maneiras que a ciéncia clinica veterinaria tem sido conduzida. Os
veterinarios que trabalham com os diversos animais domesticados estéao
enfrentando os novos desafios associados com as doencas parasitarias emergentes
e reemergentes.

Faraco e Seminotti (2004) concluem que a acdo do médico veterinario,
orientando e facilitando a comunicagédo no grupo “multiespécie”, pode contribuir para
a construcdo de um clima estavel entre as pessoas e 0s animais de companhia,

diminuindo assim a veicula¢do de doencas.

4.3 DOENCAS ENTERICAS ZOONOTICAS EM EQUINOS

Os patogenos de veiculacdo entérica podem ser elencados como uma das
principais classes de microrganismos patogénicos para humanos e animais. Este

grupo peculiar de organismos caracteriza-se por se manterem viaveis e com
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capacidade infectante em condi¢Bes hostis do ambiente, apds serem eliminados nas
fezes dos animais. Em sua grande maioria, estabelecem infec¢cdo nos susceptiveis
mediante a contaminacao dos alimentos de origem animal, &gua, verduras e frutas,
formando uma cadeia epidemiolégica. O contato estreito com animais,
especialmente os de companhia, ou mesmo com o ambiente de criagdo ou o0 habitat
dos animais, também representa elos nesta cadeia epidemioldgica de transmissao
de enteropatégenos dos animais para humanos (ACHA e SZYFRES 2003).

Segundo Fernandes (2010), o equino, especialmente 0 potro possui alta
capacidade de ser acometido por doencgas entéricas e esses parasitas fazem ciclo e
sdo eliminados pelas fezes de herbivoros ou onivoros, incluindo equinos, bovinos,
suinos, ovinos, caprinos e cervos, contribuindo assim com a contaminagéo de outros
animais domésticos e humanos que vivem no mesmo ambiente.

Segundo Gomes et al. (2008), o Cryptosporidium spp. e a Giardia spp. sdo
atualmente reconhecidos como 0s principais patdégenos entéricos com potencial
zoonotico. O Cryptosporidium spp. estd amplamente disseminado na populacdo de
equinos do Jockey Club de Santa Maria e pode representar uma fonte de infeccéo

significativa para a populacéo da regiao.

4.4. CRYPTOSPORIDIUM SPP.

Cryptosporidium spp. € um protozoario pertencente ao Filo Apicomplexa,
Classe Coccidea, Ordem Eucoccidiorida, Familia Cryptosporidiidae e Género
Cryptosporidium (FAYER, 2007).

O género Cryptosporidium foi descrito pela primeira vez pelo parasitologista
americano Ernest Edward Tyzzer em 1907, quando foi detectado em glandulas
gastricas de camundongos de laboratério. Snyder et al., (1978) relatou o primeiro
caso de Cryptosporidium em potros arabes com comprometimento do sistema
imunoldgico.

Cryptosporidium € um parasita e tem sido reportado em todo mundo e em
uma gama de hospedeiros, incluindo equinos, descritos como grandes excretores de

oocistos em diferentes areas geogréaficas (KOSTOPOULOU et al. 2015) e com alta
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prevaléncia em potros (VERONESI et al. 2010), enquanto que em outros estudos, 0
pico de prevaléncia foi observado em animais adultos (MAJEWSKA et al. 2004).

A aplicacdo de técnicas moleculares para taxonomia e epidemiologia esta
ajudando a caracterizar novas e ja existentes espécies e determinar as origens dos
parasitos que irdo facilitar a identificacdo de fontes de &gua contaminada com
Cryptosporidium spp. (CHACIN-BONILLA, 2007).

Os bezerros menores de 30 dias constituem uma das principais fontes de
contaminagcdo ambiental com oocistos de Cryptosporidium parvum, a principal
espécie zoonadtica do género (TZIPORI e WARD, 2002). Este parasita emergiu como
um dos enteropatégenos mais importantes associados com diarreia neonatal bovina,
junto com rotavirus, coronavirus, Escherichia coli e Salmonella spp.. A infeccao pode
ser assintomatica ou ter curso com quadros clinicos de variada intensidade que vao
desde a diarreia difusa e intermitente a diarreia aquosa profusa com desidratacéo
concomitante (DEL COCO et al 2009).

De acordo com Fiuza et al.,, 2008, apesar do Brasil ser um dos maiores
produtores de carne suina, existem ainda rebanhos com condicfes sanitarias
precarias. No Estado do Rio de Janeiro, quase todas as instalacdes de producéo de
suinos que foram examinadas apresentavam niveis baixos de condi¢cées de higiene
e eram localizados perto de casas e rios, sendo oocistos de Cryptosporidium spp.
identificados por microscopia nesses locais. No entanto, ndo havia nenhuma
informacéo sobre as espécies de Cryptosporidium presente em suinos brasileiros.
Em 2011, Fiuza et al. confirmam a presenca de genotipo suino tipo Il (PGIl) por
analise de sequenciamento (Genbank EU331243 and DQ182600). Os numeros de
acesso ao GenBank atribuidos as sequéncias de nucleétidos determinados neste
estudo foram GQ924104 and GQ924105. Consequentemente, pesquisas estdo em
andamento, mas ainda ndo se sabe quais 0s riscos que representam 0s suinos para
a transmissao de criptosporidiose humana.

O gendtipo equino de Cryptosporidium (B1-41) e Cryptosporidium parvum
gendtipo bovino (B2-8) foram identificados em cavalos da raca Prezwalski's por
Ryan et al. (2003). Chalmers et al. (2005), detectaram que o gendétipo 2 de C.
parvum é um dos agentes etiolégicos que acometem humanos. Grinberg et al.
(2008), isolaram e identificaram por meio de biologia molecular Cryptosporidium em
potros com diarreia na Nova Zelandia, para inferir sobre possiveis rotas de

transmissao. Estes pesquisadores ndo concluiram a origem deste parasito ou 0 seu
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potencial zoonotico, entretanto, foram isolados diferentes alelos de C. parvum e este
polimorfismo refletiu a diversidade genética em C. parvum.

4.4.1 Patogenia

Os oocistos podem ser transmitidos entre hospedeiros susceptiveis por meio
do contato fecal-oral ou ingestdo de 4gua e alimentos contaminados por formas
esporuladas do agente (FAYER et al., 2000).

Oocistos de Cryptosporidium sao altamente resistentes as condi¢cdes
ambientais e a acdo de produtos quimicos. Esta caracteristica deve-se a uma
complexa barreira protetora, constituida de dupla camada de lipoproteinas e
carboidratos, que conferem rigidez a sua parede (THOMPSON et al., 2008;
PLUTZER, KARANIS, 2009). Dessecacao, variacdoes de temperatura, pH e
exposicdo a luz ultravioleta podem reduzir o tempo de sobrevivéncia dos oocistos
(SMITH, NICHOLS, 2010).

A patogenia e o quadro clinico da doenca séo influenciados por varios fatores
gue incluem entre eles idade, competéncia imunoldgica do individuo infectado e a
associacdo com outros patdégenos (RADOSTITS et al., 2000). A infeccdo por
Cryptosporidium causa inflamacéo e atrofia das vilosidades intestinais resultando em
perda da superficie de absorcdo, desequilibrio no transporte de nutrientes e
consequentemente comprometimento na produtividade animal (THOMPSON et al.,
2008).

A duracdo da infeccdo e a patogenicidade da criptosporidiose sao
intimamente ligadas a condicdo imunologica do hospedeiro, variando de uma
diarreia severa, mas auto-limitada, nos individuos imunocompetentes, até uma
prolongada infeccdo sem tratamento, nos pacientes com comprometimento
imunologico (ABRAHAMSEN et al., 2004).

4.4 .2 Caracteristicas clinicas

A criptosporidiose causa inflamacdo e atrofia das vilosidades intestinais

resultando em perda da superficie de absorcdo, desequilibrio no transporte de
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nutrientes e consequentemente comprometimento na produtividade animal
(THOMPSON; PALMER; O'HANDLEY, 2008). Esta doenca é mais grave quando o
hospedeiro apresenta alguma condi¢cdo imunossupressora, podendo ocorrer diarreia
aguosa, ma absorcéo e perda de peso (JOHNSON et al., 1997).

A infeccdo por Cryptosporidium foi descrita em humanos a partir de dois
casos relatados em 1979 e de uma série de casos em 1980 (UNGAR, 1990). A
maioria desses pacientes eram imunocomprometidos e o parasita foi considerado
oportunista. Em 1982, quando a criptosporidiose foi associada a mortalidade de
pacientes de AIDS, um primeiro surto foi reportado em individuos imunocompetentes
(O'DONOGHUE, 1995; MMWR, 1982). Desde entdo tém sido detectada em
diferentes grupos populacionais em mais de 50 paises em todos os continentes
(O’'DONOGHUE, 1995).

De 58 casos de criptosporidiose notificados, até 1983, ao Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), nos Estados Unidos, 33 eram portadores da AIDS e
sofriam de diarreia que era, geralmente, intensa e irreversivel (FAYER e UNGAR,
1986). Segundo CDC (2009), a maioria dos casos ocorre em criangcas menores de

nove anos de idade.

4.4.3 Diagnostico

O diagnéstico da criptosporidiose € realizado rotineiramente por meio de
exame coprolégico (YODER e BEACH, 2010). A principio, utilizavam-se apenas
técnicas de microscopia, nas quais eram realizados esfregacos diretos com
coloracdo de Ziehl Nielsen (SMITH, 2010). Com o avanco dos meétodos de
diagndstico, as amostras eram submetidas a técnicas de concentracdo de oocistos
com solucdes hiper concentradas, com a finalidade de aumentar a sensibilidade de
deteccédo. Posteriormente, técnicas de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) se tornaram
0 método de eleicdo e eram mais sensiveis que 0os métodos tradicionais, além de
facilitar a visualizacéo do oocisto (QUILEZ et al., 1996). Entretanto, a execucéo dos
métodos baseados em microscopia necessita de treinamento, sdo muito laboriosos e
tém sensibilidade geralmente baixa (SANTIN et al., 2004). Além disso, a

identificacdo da espécie se torna impossivel devido ao reduzido tamanho dos
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oocistos, além da grande semelhanca morfométrica entre oocistos de espécies
diferentes (SUNNOTEL et al., 2006).

Os testes sorolégicos para deteccdo de anticorpos tais como ELISA e
Western Blot, além de ndo possibilitarem a identificacdo das espécies envolvidas na
infeccdo, indicam apenas exposicoes passadas. O teste de ELISA em amostras
fecais também pode ser utilizado para identificar infecgcbes correntes sem, no
entanto, realizar a identificacdo da espécie (SANTIN e TROUT., 2007).

Apesar de restritos a laboratorios especializados, os atuais métodos de
diagnostico baseados em técnicas moleculares tais como nested PCR, Multiplex
PCR, PCR-RFLP e sequenciamento de DNA séo altamente sensiveis, apresentando
resultados de alta confiabilidade (SANTIN et al., 2004; SMITH, 2007). Sdo capazes
de detectar oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras em que normalmente
seriam perdidos pelos métodos tradicionais de microscopia (SCORZA et al., 2003;
McGLADE et al., 2003; SANTIN et al., 2004).

A primeira PCR realizada para o diagnostico da criptosporidiose foi feita por
Laxer et al., (1990), e desde entdo muitas técnicas baseadas em biologia molecular
foram descritas, entre elas a nested PCR, Multiplex PCR, PCR-RFLP e o
sequenciamento de DNA (SMITH, 2007). Todas estas técnicas tém como alvo
amplificar genes especificos na cadeia de DNA de Cryptosporidium. Os genes alvo
mais comumente utilizados nas pesquisas acerca do diagndstico do parasito sao:
18S rRNA, HSP70, COWP e o gene da actina (SULAIMAN et al., 2000; 2002; XIAO
et al., 1999). Entretanto, os genes HSP70, COWP e da actina apresentam uma
grande diversidade na sequencia de nucleotideos entre as muitas espécies de
Cryptosporidium, o que torna dificil o desenho de iniciadores de PCR especificos
baseado nestes genes, limitando, portanto, seu uso no diagnostico molecular da
criptosporidiose (SMITH, 2007). O gene 18S rRNA, por sua vez, tem como vantagem
o grande numero de copias no DNA de Cryptosporidium e a presenca de sequencias
de nucleotideos que se mantém conservadas mesmo em espécies diferentes. Isso
facilita o desenho de iniciadores, e consequentemente, a prépria PCR (XIAO et al.,
1999).

Utilizando-se os iniciadores descritos por Xiao et al. (1999) para o gene 18S
rRNA, a primeira amplificacdo gera um produto de 1325pb, enquanto que o0s

iniciadores internos amplificam um produto de cerca de 826pb.
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Pensa-se que as infec¢cdes mistas por Cryptosporidium s&o incomuns, devido
aos poucos relatos existentes. Entretanto, é de conhecimento que esse fato ocorre
(CAMA et al., 2006; TANRIVERDI et al., 2003). O método de diagndstico tradicional
da PCR normalmente ndo detecta a presenca de infeccbes mistas, pois a
amplificacdo vai acontecer preferencialmente no gene da espécie ou gendtipo de
Cryptosporidium predominante na infeccdo, o que pode até mesmo comprometer o
entendimento da epidemiologia da doenca em humanos e animais (SANTIN e
ZARLENGA, 2009). Em areas endémicas e nos imunodeprimidos, as infeccdes
mistas podem ser mais comuns do que se imagina (McCLAUCHLIN et al., 2000).

A PCR e o RFLP sao uteis para diferenciar as espécies e os genétipos de
cryptosporidium. (CAREY et al 2004). A hibridacdo fluorescente “in situ” (FISH)
utiliza nucleotideos marcados que detectam com elevada especificidade regides de
interesse dentro de sequéncias de DNA e RNA. Atualmente, a maior parte dos
ensaios FISH para deteccdo de Cryptosporidium de baseiam na hibridizacdo de
RNA, que capta uma regido variavel da pequena subunidade (SSU) do RNA
ribossomal nuclear, comumente denominada SSU RNAr. Esta é uma boa area para
realizar a FISH, ja que no interior da célula existe um alto nimero de copias. Além
disso detectaria exclusivamente oocistos viaveis, ja que as RNAses degradam o
RNA trazendo a morte celular (JEX et al 2008).

4.5 GIARDIA SPP

Giardia spp. € um protozoario entérico que afeta humanos, animais
domeésticos e silvestres (THOMPSON et al.,, 2000). Pertencem ao Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophorea, Ordem
Diplomonadida, Subordem Diplomonadina, Familia Hexamitidae (RIVERA et al.,
2002).

O género Giardia foi descrito por Kunstler em 1882, ao observar um flagelado
presente no intestino de girinos de anfibios anuros. Este género é constituido por
protozoarios cosmopolitas que ocorrem principalmente em regides tropicais, mas
pode ser encontrado em temperaturas variadas (SOGAYAR e GUIMARAES, 2000).
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A giardiase é uma infec¢do gastrintestinal muito comum, causada pelo
flagelado Giardia duodenalis que infecta tanto humanos quanto animais (FENG e
XIAO, 2011). Foi estabelecido que membros desta espécie sdo morfologicamente
idénticos distribuidos em oito grupos de gendtipos distintos (cepas A-H), baseados
em polimorfismo de DNA ou proteinas (THOMPSON e MONIS 2012). Humanos e
animais sao infectados com cepas A e B, enquanto que cepas remanescentes se

apresentaram mais restritas a uma gama de hospedeiros (LITH et al 2015).

4.5.1 Patogenia

Giardia duodenalis (sinbnimo de G. intestinalis e G. lamblia) € um protozoario
intestinal encontrado em todos hospedeiros mamiferos (THOMPSON 2000). Em
humanos, a giardiase € uma causa comum de gastroenterite parasitaria e € a
doenca de maior interesse em todo mundo (AMAR et al. 2002). A doenca é
principalmente adquirida por ingestdo oral de cistos e as manifestacdes clinicas
variam de infeccdo assintomatica a diarreia aguda (GARCIA et al 2000).

Em individuos imunocompetentes, giardiase €& geralmente de curso
autolimitante, mas pode se desenvolver em diarreia persistente e trazer risco de vida
para individuos imunodeficientes e criangcas malnutridas em paises em
desenvolvimento (AMAR et al. 2002).

Um grande numero de pesquisas tem sido feitas utilizando métodos
moleculares para determinar as cepas e genotipos de G. duodenalis em amostras
fecais coletadas principalmente de animais de producéo, cdes e gatos, primatas e
algumas espécies selvagens. Os resultados indicaram que cepas espécie-
especificas sdo em grande maioria mais comum, sugerindo assim, um papel menor
de transmissdo zoondética na epidemiologia da infeccdo humana (FENG e XIAO
2011; RYAN e CACCIO, 2013).

Os mecanismos pelos quais o0os enteropatégenos produzem diarreia sao
diversos, mas pode-se dividi-los entre os que promovem resposta inflamatoria sem
causar dano morfologico e os que alteram a estrutura da mucosa intestinal, com ou
sem invaséo tecidual. A magnitude e o significado funcional dessas respostas locais,
sdo geralmente relacionadas ao numero de parasitos. As infec¢cdes causadas por

poucos parasitas sdo comumente assintomaticas, enquanto grande carga parasitaria
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causa manifestacdes intestinais que podem incluir a diarreia (MOTTA e da SILVA,
2002).

As espécies de Giardia causam alteracdes na ultraestrutura das vilosidades
intestinais, de acordo com Gennari e Souza (2002), com encurtamento dos
microvilos, esfoliagdo acelerada e diferenciacdo incompleta dos enterdcitos com
reducdo de aproximadamente 50% da &rea de superficie de absorcdo. Chavez et al.
(1995) acrescentam que, em condi¢Bes in vitro, isolados de trofozoitos de Giardia
spp, oriundos de pacientes sintomaticos ou assintomaticos, prejudicam o epitélio em
cultivo celular principalmente por deplecao de suas vilosidades. Com isso a digestao
e absorcdo de nutrientes e agua ficam prejudicadas, ocorrendo decréscimo no
tempo de transito, devido a um aumento da motilidade intestinal. Ocorre entdo a
sindrome da ma-absorcdo e digestdo. Sogayar (2001), explica que um dos
mecanismos mais aceitos para explicar a diarreia e ma-absorcdo sdo as alteracdes
funcionais e morfologicas da mucosa, provavelmente ocasionadas pelo processo
inflamatdrio induzido pelo parasito, devido a reacdo imune do hospedeiro. Sogayar e
Guimaraes (2000) citam que a Giardia spp secreta varias proteases, algumas delas
capazes de agir sobre as glicoproteinas da superficie das células epiteliais e romper
a integridade da membrana. A normalidade da mucosa se restabelece com a

erradicacao dos parasitos.

4 5.2 Caracteristicas clinicas

Dos protozoarios que frequentemente acometem os animais e o homem, a
Giardia spp. tem despertado maior interesse dos pesquisadores, possivelmente por
seu potencial como agente de zoonose, além de causar, em animais jovens, diarreia
intermitente  com comprometimento da digestdo e absorcdo de alimentos,
acarretando desidratacéo, perda de peso e morte (MUNDIM et al., 2003).

A infeccéo por Giardia spp. pode causar doenca clinica moderada a severa ou
permanecer assintomatica (BECK et al.,2005). Em alguns casos pode causar
diarreias disenteriformes, duodenites, jejunites, podendo colonizar a vesicula biliar,
ndo sendo ainda relacionada diretamente nos quadros de colecistites. (RIVERA et
al., 2002).
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Comumente as fezes séo palidas, com odores fétidos e moles. Dificilmente
apresenta-se na forma aquosa ou hemorrdgica. Raramente é observada febre e
outros sinais sistémicos. Ocasionalmente, os animais sdo apresentados com sinais
indicativos de afeccao do intestino grosso (ETTINGER e FELDMAN, 1997).

De acordo com Rivera et al. (2002) as fezes podem se apresentar também
pastosas ou liquidas, amareladas, espumosas, mucosas, fétidas, e a diarreia pode
ser, permanente ou intermitente. Em certos casos observa-se intolerancia a lactose
com amostras de fezes contendo leite.

O inicio dos sintomas pode preceder a excrecdo de cistos nas fezes por mais
de uma semana (JOKIPII, A.M. e JOKIPII, L., 1977) e a infeccado pode desaparecer
espontaneamente dentro de seis semanas, oOu persistir por varios meses
(RENDTORFF, 1954; SAGI et al., 1983; PICKERIING et al., 1984).

A influéncia de fatores como a cepa do parasito, a duracdo da infeccéo, a
dieta ou imunidade, pode ser importante para explicar a diversidade de sintomas

associados a infeccéo (BECK et al.,2005).

4.5.3 Diagnostico

O meétodo tradicional de diagnostico € a pesquisa de cistos e trofozoitos,
sendo que as fezes, apds a coleta, devem ser examinadas imediatamente a fresco e
coradas pelo iodo. Quando se utiliza um método de preservacdo como formalina ou
alcool polivinil, as fezes sé@o coradas pelo tricromio ou pela hematoxilina e os cistos
podem ser detectados. O exame seriado das fezes € necessario e aumenta a
sensibilidade do método. Uma Unica amostra de fezes pode detectar cerca de 70%
dos casos, aumentando para 85% quando trés amostras distintas sdo analisadas. A
excrecdo de cistos € varidvel a cada dia, sendo por isso importante que fezes
coletadas em dias diferentes sejam examinadas. Para detectar trofozoitos, € preciso
examinar fezes aquosas logo apds a sua eliminacdo (MOTTA e da SILVA, 2002).

Apesar de existir uma tendéncia nos ultimos anos a aplicacao de técnicas de
imunodiagnostico, como a deteccdo de antigenos em fezes por meio de
imunoensaio enzimatico (OLIVA et al.,, 1987; BAUMAN e GOTTSTEIN, 1987,
MERINO et al., 1990), estas sdo mais aplicaveis na investigacdo e nao na pratica

diaria de diagndstico nos laboratorios clinicos, pois a relagdo custo-beneficio ndo
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justifica seu emprego (NUNEZ et al., 1997). Além do mais, as técnicas de
diagnostico coproparasitologico sdo as mais utilizadas em programas de controle do
parasitismo intestinal por seu baixo custo, simplicidade e sensibilidade (NUNEZ et
al., 1997).

Outros métodos de diagnostico de Giardia sdo: exame dos aspirados
duodenais, bidpsia intestinal e PCR (ETTINGER e FELDMAN, 1997; RIVERA et al.,
2002).

O método de diagndstico mais especifico utilizado atualmente é a PCR,
porém, uma limitacdo da técnica convencional baseada em apenas uma reacao é a
infeccdo mista, que torna o diagnostico dificil, uma vez que a populacéo de parasitas
mais abundante é preferencialmente amplificada. Para contornar esta limitacéo,
ensaios de nested PCR sdo executados, pois incluem primers cepa-especificos
especificamente desenvolvidos (GEURDEN et al. 2007). Neste contexto, o uso da
PCR em tempo real é esperado para trazer resultados mais relevantes, com primers
cepa-especificos que podem ser utilizados em protocolo de PCR simples e a
especificidade pode ser fortemente aprimorada pelo uso de probes (ALONSO et al.
2011), ou pela unido de curvas de analises de produtos de rt-PCR (ALMEIDA et al,
2010; ZHANG et al, 2012).

4.6 ENTAMOEBA SPP.

O género Entamoeba contém muitas espécies, seis das quais Entamoeba
histolytica, Entamoeba dispar, Entamoeba moshkovskii, Entamoeba polecki,
Entamoeba coli, e Entamoeba hartmanni residem no limen intestinal humano.
Entamoeba histolytica € a Unica espécie definitivamente associada a patologias em
humanos, as outras sdo consideradas ndo-patogénicas e raramente causam doenca
intestinal (CLARK e DIAMOND, 1991; GARCIA e BRUCKNER, 1997). Durante a
década de 1990, existiam provas suficientes para apoiar a separacao formal de duas
espécies morfologicamente indistinguiveis de amebas: a forma néo-patogénica E.
dispar e as potencialmente patogénicas E. histolytica (ABD-ALLA et al, 1993;. WHO,
1997).
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Entamoeba histolytica é causadora de infec¢bes comumente observadas em
regides tropicais e subtropicais do mundo. Em paises desenvolvidos, infec¢bes por
este protozoario sdo comumente observados em viajantes, imigrantes recentes,
homossexuais e reclusos de instituicdes. Os seres humanos séo classificados como
o0 hospedeiro primério destes parasitas e a principal fonte de infec¢cdo € o cisto
liberado por um paciente cronico ou portador assintomatico. A infeccdo é
principalmente transmitida através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados
por fezes que contém cistos. (LEBER et al., 2006; STANLEY, 2003). Nas ultimas
décadas, muitos estudos tém relatado a ocorréncia desta infeccdo em
homossexuais, geralmente como o resultado de contato sexual oral-anal e oral-
genital (YI CHEN et al., 2007;. STARK et al., 2008). A infeccdo de E. histolytica é
conhecida como amebiase e € globalmente considerada a principal causa de
mortalidade humana por parasitoses (HAQUE e PETRI, 2006) acometendo centenas
de milhdes de pessoas por ano (PAHO, 1997). Andlise com base em dados
publicados por Walsh (1986) indicaram que 10% da populacdo mundial estava
parasitada por E. histolytica e apenas 1% dos individuos infectados desenvolveram
a forma invasiva da doenca, ao passo que 9% n&o apresentavam sintomas. Os
seres humanos sdo os hospedeiros e ndo parece existir outro animal reservatorio
tdo significativo para E. histolytica (WALSH, 1986).

Entamoeba histolytica pode estar presente no esgoto e aguas contaminadas
onde os cistos podem permanecer viaveis por varios meses em baixa temperatura.
O potencial para transmissao hidrica € maior nos trépicos, onde as vezes a taxa de
transmissao pode exceder 50%, em comparacdo com as regides mais temperadas,
onde a prevaléncia na populacdo em geral pode ser inferior a 10%. Contato pessoa
a pessoa e contaminacdo dos alimentos por manipuladores infectados parecem ser
0S meios mais significativos de transmissdo, embora agua contaminada também
desempenhe uma substancial funcdo na transmissdo. A ingestdo de agua
contaminada por fezes e o consumo de culturas alimentares irrigadas com agua
contaminada pode, portanto levar a transmissdo de amebiase. Os cistos séo
relativamente resistentes a desinfeccdo e pode nado ser inativado por cloracao
geralmente aplicado no tratamento de agua (TENGKU e NORHAYATI 2011). Dentro
de um plano de seguranca da agua, medidas de controle podem ser aplicadas para
gerir o risco potencial de E. histolytica incluindo a prevencao da contaminacédo da

fonte de 4gua por dejetos humanos, seguido de tratamento adequado e protecéo
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das &guas durante a distribuicdo (WHO, 2004). Escherichia coli (coliformes
termotolerantes) ndo pode ser associado como um indicativo da presenga/auséncia
de E. histolytica em abastecimento de 4gua potavel, devido a resisténcia dos cistos
do protozoério aos desinfetantes (TENGKU e NORHAYATI, 2011).

Todos os dados de morbidade e mortalidade causada por E. histolytica
primariamente existentes, eram incluidos como doenca invasiva por este
protozoario. No entanto, como a maioria dos dados de prevaléncia foram associados
a individuos assintométicos com cistos detectados em suas fezes estes foram
atualmente classificados como infectados com a forma néo patogénica de E. dispar,
assim a definitiva prevaléncia de E. histolytica tornou-se um questdo de
especulacdo. Por outro lado, o papel de E. moshkovskii, uma ameba vida livre que é
indistinguivel na sua forma de cisto e trofozoito da E. histolytica e E. dispar, esta
presente em infeccbes humanas e ainda deve ser definido de forma adequada.
Entamoeba moshkovskii foi isolada pela primeira vez a partir de efluentes de esgoto
e reconhecida como um organismo vivo onipresente em 1941 (TSHALAIA, 1941).
Um estudo relatou uma alta prevaléncia e associacdo de E. moshkovskii com E.
histolytica e E. dispar em infec¢cdes em criancas em Bangladesh (ALI et al., 2003).
Dados em humanos referentes ao isolamento destas espécies tém sido reportados
por muitos estudos em todo o mundo (CLARK et al, 1991;. HAQUE et al, 1998;.
PARIJA e KHAIRNAR, 2005; FOTEDAR et al., 2007; TANYUKSEL et al., 2007;
BECK et al., 2008; AYED et al., 2008; NAZEMALHOSSEINI MOJARAD et al., 2010;
HAMZAH et al., 2010).

Algumas das descricbes epidemioldgicas originais distinguindo infeccdes de
E. histolytica de E. dispar foram feitas em estudo conduzido entre a populacdo
assintomatica rural na Africa do Sul. Cultura e analise de zimodema foram utilizados
para a identificacdo de Entamoeba spp. e os achados mostraram uma prevaléncia
global de complexo E. histolytica-E. dispar em aproximadamente 10%. Em uma
analise mais aprofundada, foi revelado que 90% dos individuos assintomaticos
foram infectadas com a forma nao-patogénica E. dispar e 10% abrigou a forma
assintomatica E. histolytica (GATHIRAM e JACKSON, 1985). Foi subsequentemente
observado que aproximadamente 10% dos portadores assintomaticos de E.
histolytica desenvolveriam a doenca invasiva, enquanto a maioria dos outros
debelaram espontaneamente a infeccdo em um ano (BLESSMANN et al, 2002a;.
HAQUE et al,. 2002).
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Surtos de amebiase j& foram relatados em varios paises (LALLA et al. 1992),
estes autores descreveram um surto de E. histolytica e G. lamblia em viajantes que
retornaram dos trépicos. De 160 viajantes de varias regifes da Italia que tinham
organizado parte da viagem em cinco dias para Phuket, Tailandia e foram
acomodados no mesmo hotel de luxo, 17 apresentaram abscesso ou colite
amebiana. Um questionario que focou o consumo de alimentos e bebidas, pratica
conhecida por ser fonte de infeccéo intestinal em areas endémicas, foi levantado a
partir destes 17 pacientes, bem como 41 de 74 viajantes assintomaticos. As
amostras de fezes para exame parasitolégico também estavam disponiveis. Em
pacientes com afeccbes por abscesso amebiano, os anticorpos para E. histolytica
também foram determinados. No geral, exames parasitoldgicos foram negativos em
oito (13,8%) pacientes e 50 amostras de 58 (86,2%) foram consideradas positivas. A
prevaléncia de E. histolytica foi de 72,4% e 28 individuos (48,3%) apresentaram
resultado de exame de fezes positivo para ambos protozoarios. Nenhum outro
parasita intestinal foi achado. O consumo de bebidas com gelo, sorvete e frutas
frescas foi significativamente associado com infec¢des por E. histolytica. Vreden et
al. (2000) relataram um surto da amebiase em uma familia nos Paises Baixos. O
caso relacionado depois que uma menina de cinco anos que apresentou um
historico de seis semanas de dor abdominal e diarreia sanguinolenta sem febre.
Cultura de fezes para patdogenos bacterianos manteve-se negativa. Pelo fato de que
a menina nunca tinha viajado para fora do pais, a possibilidade de amebiase néo foi
considerada pelo médico até que sua mae apresentou um historico de disenteria
amebiana e cisto persistente apdés o regresso da india 13 anos atras. Em
complementacdo ao caso, nos contatos da mae estavam seu marido, um filho de
guatro e um de dois anos de idade, além de uma baba. Nenhum dos contatos
familiares tinha viajado fora da Europa Ocidental ou tinha desenvolvido sinais ou
sintomas que eram consistentes com disenteria ou doenca invasiva extra intestinal.
No entanto, o filho mais velho apresentou um episddio de colicas abdominais e
diarreia sem sangue algumas semanas depois que sua irma tinha desenvolvido
disenteria amebiana. Trofozoitos e cistos de E. histolytica e E. dispar foram
encontrados nas fezes de sua méae e outros contatos familiares. Este surto da
amebiase demonstra que, mesmo com padrdes ocidentais de higiene, a passagem
de cisto persistente pode resultar na transmissao de E. histolytica para contatos

familiares muitos anos mais tarde. No Japao, Niichiro et al. (1999) relataram um
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surto amebiase entre os moradores de duas instituicdes para deficientes mentais na
cidade de Osaka. Em Fevereiro de 1996, um abscesso hepatico, devido a infeccéo
por E. histolytica foi encontrado em um residente da instituicdo (A). Em junho, varios
residentes em instituicdo (B) queixaram-se de diarreia e suas fezes continham E.
histolytica. As amostras de fezes de residentes, seus pais e os funcionarios das
duas instituicdes foram examinados para Entamoeba. Treze dos 79 residentes na
instituicdo A (16,5%) e 29 de 69 residentes da instituicdo B (42,0%) eram
carreadores de cistos de E. histolytica. A relacdo dos surtos nas duas instituicoes
revelou-se obscura, mas poderia estar relacionada a quatro dos residentes da
instituicdo A que tinham sido moradores da instituicdo B e uma vez que estiveram na

instituicdo B adquiriram o parasita.

4.6.1 Patogenia

Entamoeba histolytica foi descrita pela primeira vez por Lambl em 1859 e a
patogénese desta infeccdo foi descrita pela primeira vez em Séo Petersburgo por
Fedor Losch em 1875 nas fezes de um Russo que sofria de disenteria. A infeccéo de
E. histolytica se desenvolve a partir da ingestdo de cistos com quatro nucleos e a
desencistacdo no limen intestinal produz trofozoitos e assim, coloniza o intestino
grosso. Os trofozoitos podem permanecer confinados no Idmen intestinal
alimentando-se de bactérias e os restos celulares. A galactose e N-acetil-D-
galactosamina (Gal / GalNAc) - lectinas especificas sao utilizadas pelos trofozoitos
para se aderir as mucinas do célon e colonizar o intestino grosso, a agregacao dos
trofozoitos na camada de mucina ira desencadear encistacdes e 0s cistos em
seguida, sao excretados nas fezes (PETRI et al., 2002).

Episodios de colite ocorrem quando trofozoitos penetram no epitélio intestinal
e a capacidade dos trofozoitos de invadir mucosa intestinal depende da sua
genética, perfil imunoenzimatico, sua capacidade de produzir enzimas proteoliticas e
a resisténcia a lise mediada por complemento. Invasao por trofozoitos sdo iniciadas
pela morte de células epiteliais e células inflamatérias (neutréfilos e linfocitos). Desta
forma, a interacdo da ameba com o epitélio intestinal causa uma resposta
inflamatdria marcada pela ativacdo do fator nuclear e secrecdo de linfocinas. O

desenvolvimento de resposta epitelial pode depender dos fatores de viruléncia do
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trofozoéito e isso vai levar a anomalias intestinais através de danos mediados por
neutréfilos. Na lesdo invasiva precoce com ulceracdo superficial, trés principais
eventos consecutivos ocorrem e hd uma erosdo superficial focal, seguido por
pequenos focos de microinvasdo glandular e leve a moderada infiltracdo de
neutréfilos na Iamina propria do epitélio (ECKMANN et al, 1995;. SEYDEL et al.,
1998).

O mecanismo que envolve a erosao superficial do epitélio é complexo onde
uma barreira protetora de muco é quebrada, assim trofozoitos de E. histolytica
podem aderir e fazer um dano contato-dependente e lise de células do epitélio.
Lectinas, amebapores e proteases sdo as trés moléculas envolvidas neste evento
(MARTINEZ- PALOMO et al., 1985). O segundo evento é caracterizado por continua
lise de células com o auxilio de enzimas proteoliticas (cisteina proteinase,
fosfolipase e hemolisina) que degradam elastina, colageno e fibrinogénio. A
penetragcdo dos trofozoitos nos tecidos também é auxiliada por meio de sua
atividade de locomocéo e degradacédo proteolitica da matriz extracelular da mucosa
do célon (ESPINOSA- CANTELLANO e MARTINEZ-PALOMA, 2000). No evento
final, a infiltracdo de neutrofilos e de outras células inflamatérias ao redor dos
trofozoitos conduzem a uma lise rapida das células inflamatérias e necrose tecidual
(ESPINOSA-CANTELLANO e MARTINEZ- PALOMA, 2000). Enzimas lisossomais
mediadas por peptidio liberadas por células inflamatorias lisadas, contribuem para a
destruicdo do tecido hospedeiro e aumento da lesédo. Neutrofilos representam mais
de 90% dos granuldcitos e respondem a uma variedade de citoquinas e fatores
soluveis durante o processo inflamatério. O primeiro sinal de agressao do célon
visualizado por sigmoidoscopia apresenta um espessamento nao especifico da
mucosa ou micro nédulos com a cabeca em tamanho e forma de cabeca de alfinete.

A lesdo invasiva tardia é caracterizada por uma grande extensao de Ulcera de
mucosa em uma profunda area da submucosa. Uma vez que o epitélio inter
glandular foi invadido por um trofozoito, o tecido subjacente oferece pouca
resisténcia, permitindo a extensdo da ulcera lateralmente, criando a forma classica
de lesdo amebiana (STANLEY, 2003). O exame histopatolégico mostra areas de
necrose e congestao vascular com minima inflamac&o em contraste com a extensao
da leséo. Trofozoitos podem ser encontrados em a camada superficial das Ulceras
com infeccdo bacteriana causando deficiéncia de suprimento de sangue levando a

necrose, hemorragia e gangrena e perfuracao posterior da parede intestinal (HAQUE
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et al.,, 2003). Complicagbes intestinais ocorrem em 1-4% dos pacientes e
complicacdo invasiva extra-intestinal ndo € comum e pode estar presente em 0,1 a

1% de pacientes sintomaticos.

4.6.2 Caracteristicas Clinicas

As caracteristicas clinicas de amebiase assintomatica a disenteria amebiana e
amebiase extra-intestinal invasiva, se manifestam mais comumente sob a forma de
abcessos no figado e os pulmdes. Tem sido reconhecido que expressdo da doenca
amebiase varia geograficamente. Por exemplo, doenca invasiva no Egito é
predominantemente colite amebiana (ABD-ALLA et al., 2002), enquanto que em
Africa do Sul existe uma taxa excessiva de abscesso amebiano hepatico (ALA). De
fato, na cidade de Hue, Vietnd, foi relatada uma frequéncia de ALA de 21 casos por
100.000 habitantes (BLESSMANN et al., 2002b).

Individuos que abrigam E. histolytica (portadores assintomaticos) podem
desenvolver titulos de anticorpos na auséncia de doenca invasiva (JACKSON et al,
1985;. e GATHIRAM JACKSON, 1987; RAVDIN et al., 1990). Infeccao assintomatica
com E. histolytica, se ndo tratada pode levar a disenteria amebiana e uma vasta
gama de outras doencas invasivas mas, frequentemente, a infeccdo se resolve
espontaneamente, sem o desenvolvimento de doencas (GATHIRAM e JACKSON,
1987; HAQUE et al.,, 2001; BLESSMANN et al., 2002b). Os estudos de Cohort
relataram que quando os individuos assintomaticos nao foram tratados durante um
ano, 4 a 10% deles desenvolveram colite ou doencas extra intestinais (GATHIRAM e
JACKSON, 1987;. HAQUE et al, 2001).

O processo da colite amebiana aguda tem um inicio gradual, com uma histéria
de 1-2 semanas de leve a moderada dor abdominal e sensibilidade, tenesmo e
diarreia aquosa com cinco a sete episodios por dia e grande quantidades de fezes,
muco abundante, com ou sem sangue. Cerca de 80% dos pacientes queixam-se de
dor abdominal localizada; alguns pacientes podem ter apenas diarreia intermitente
alternando com prisdo de ventre. A febre é incomum, ocorrendo em menos de 40%
dos pacientes (ADAMS e MACLEQOD, 1977).

Esta sindrome desaparece dentro de alguns dias utilizando-se tratamento anti-

amebiano apropriado. Casos graves de colite amebiana sdo caracterizados por
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fezes disentéricas, difusa dor abdominal, febre alta e severa desidratacdo e o
paciente geralmente aparenta muito doente. Os diagndsticos diferenciais incluem a
infeccd@o por bactérias, tais como Shigella, Salmonella, Campylobacter e Escherichia
coli enterohemorrdgica e as causas ndo infecciosas que incluem a doenca
inflamatoéria do intestino, colite isquémica e diverticulite. Outros espectros de
amebiase intestinal aguda incluem extensa colite fulminante necrosante, megacélon
toxico e ulceracao perianal. Paciente com colite amebiana fulminante geralmente se
apresenta com profusa diarreia sanguinolenta, febre, leucocitose acentuada, e dor
abdominal generalizada, muitas vezes com sinais peritoneais e amplo envolvimento
do célon (TAKAHASHI et al., 1997). Estes mesos autores citam que embora a colite
necrosante fulminante e o megacélon téxico sejam muito raros, eles sdo geralmente
associados a uma alta taxa de mortalidade.

Outro espectro clinico da amebiase intestinal € amebiase intestinal cronica e o
paciente nesta condicdo se apresenta com dor abdominal intermitente, diarreia e
perda de peso. Os doentes que estdo em maior risco de doenca grave incluem
aqueles que sao jovens, idosos, desnutridos, gravidas e aqueles que estdo
recebendo corticosteroides. Estudos em areas ndo endémicas de amebiase isto €,
Japao, Taiwan, Republica da Coreia do Sul e Australia tém relatado E. histolytica
como um patégeno emergente em homens homossexuais (MSM) (OHNISHI et al.,
2004; HUNG et al., 2005; TSAI et al., 2006; PARK et al., 2007; STARK et al., 2008).
Homossexuais sédo também relatados por estarem em maior risco para desenvolver
a amebiase invasiva (HUNG et al., 2005).

Complicacdes agudas da doenca intestinal incluem sangramento, perfuracéo,
peritonite, ulceracéo da pele perianal e fistulas retrovaginal. Ulcera profunda pode
levar a estenose e adesdo e resultar em obstrucdo intestinal. Ameboma com
formacédo tecidos de granulacdo anelar no célon, no ceco e no colon ascendente
podem simular um cancer de célon sendo uma rara e tardia complicacdo da
amebiase intestinal (ADAMS e MACLEOD, 1977). Em algumas ocasifes, a E.
histolytica na forma de trofozoitos entrar na corrente sanguinea e se dissemina a
outros locais no organismo.

Anemia, leucocitose e elevacdo fosfatase alcalina sdo frequentemente
observados, mas ictericia, elevacdo de transaminases, e eosinofilia sdo incomuns
(GUERRANT, 1986). Os pacientes mais velhos tendem a apresentar doenca

cronica, com duragdo superior a duas semanas. Eles tém menos febre (apenas
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30%), e podem ter uma doenca debilitante com significativa perda de peso
(KATZENSTEIN et al., 1982). O numero de pacientes com ALA aguda parece estar
aumentando, reflexo possivelmente do diagnostico precoce e um melhor acesso aos
médicos. Neste caso, caracterizada por uma significativa preponderancia do sexo
masculino onde a doenca vista mais comumente em pacientes que residem em ou
emigraram de uma area endémica (HUGHES e PETRI, 2000). Amebiase cutanea é
uma rara manifestagdo da infeccdo extra intestinal de E. histolytica (MHLANGA et
al., 1992). Em criangcas sempre ocorre na regido anugenital ou perineal como
resultado da inoculacdo direta de trofozoitos pelo contato prolongado com fezes
infectadas na fralda. Inoculacédo diretamente de pele também foi relatada a partir de
coceira, coito anal ou vaginal e ap6s a drenagem cirirgica ou ruptura espontanea de
abscesso em ponto de colostomia ou incisdo de laparotomia (MAGANA-GARCIA e
ARISTA-VIVEROS, 1993)

4.6.3 Diagnostico

Técnicas microscopicas aplicadas em laboratério de diagndstico clinico
incluem preparacdo a fresco, concentracdo, e esfregacos corados para a
identificacdo de E. histolytica, E. dispar e E. moshkovskii em fezes.

Microscopicamente, trofozoitos podem ser detectado no tecido submucoso ou
amostras fecais, utilizando solucdo salina e coloracao temporaria e o resultado pode
ser confirmado pela técnica de coloracdo permanente ou seja coloracdo de
tricrémico. Assim que a E. histolytica invade a mucosa do cdlon, as fezes sdo quase
universalmente positivas para sangue oculto.

O exame microscoépico direto € um método muito insensivel (<10%), que €&
realizado em espécime fresco (HUSTON et al.,, 1999). A amostra deve ser
examinada dentro de uma hora da coleta para procurar trofozoitas em movimento e
pode conter eritrécitos. No entanto, em pacientes que ndo apresentem disenteria
aguda, trofozoitos ndo conterdo hemacias. Pacientes carreadores assintomaticos
possuem geralmente cistos na amostra fecal. Embora a técnica de concentracao
seja util em demonstrar cistos, a utilizacdo de esfregacos corados permanentemente
(tricrdmico ou hematoxilina férrica) € um método importante para a recuperacao e

identificacdo de espécies de Entamoeba. Microscopia € um método menos confiavel
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de identificacdo de espécies Entamoeba do que qualquer teste de deteccdo por
cultura ou de antigenos (KROGSTAD et al., 1978; HAQUE et al., 1995). A
sensibilidade da microscopia pode ser pobre (60%) e confusdes com falso-positivo
podem ocorrer devido a semelhanca de macréfagos com trofozoitos,
polimorfonucleares (PMN) com cistos (especialmente quando os nucleos de PMN
estdo divididos em Iébulos) e outras espécies de Entamoeba (GONZALEZ-RUIZ et
al., 1994; HAQUE et al., 1997; HAQUE et al., 1998; TANYUKSEL e PETRI, 2003).
Como trofozoitos de Entamoeba geralmente se degeneram rapidamente em
amostras fecais nao fixadas (PROCTOR, 1991) e refrigeracdo ndo é recomendada,
as amostras devem ser preservadas com um fixador que previna a degradacéo da
morfologia do parasita e permita a realizacdo de coloracdo permanente. Os
fixadores usados para o procedimento de concentracdo incluem o liquido de
Schaudinn’s, mertiolate iodo-formalina (MIF), formalina acido acético-acetato de
sodio (SAF) ou formalina a 5% ou 10%. Os fixadores para a coloracédo de esfregacos
permanente como o tricromio, hematoxilina férrica e coloragcéo de Ziehl-Neelsen séo
o polivinil &lcool modificado (PVA) e SAF. O recomendado para o exame € de coleta
de no minimo de trés amostras de fezes em ndo mais que 10 dias, uma vez que
estes organismos podem ser excretados intermitentemente ou podem ser
distribuidos de forma desigual nas fezes. Isto melhorou a taxa de deteccdo de 85 a
95% (LI e STANLEY, 1996).

As técnicas de cultura para o isolamento de espécies Entamoeba ja estdo
disponiveis ha mais de 80 anos. Os meios de cultura incluem polixénico (bifasico e
monofasico) e sistemas axénico. Cultivo polixénico € definido como ao crescimento
do parasita na presenca de um flora indefinidos (CLARK e DIAMOND, 2002). A
cultura polixénica de E. histolytica foi primeiro introduzida por Boeck e Drbohlave em
1925 num meio de solucédo difasica de ovo e uma modificacdo deste meio (Locke-
egg) é usado ainda hoje. Diferentes meios monofasicos que foram desenvolvidos
para E. histolytica sdo a base de gema de ovo meio de infusdo Balamuth
(BALAMUTH, 1946), meio de Jones (JONES, 1946), e TYSGM-9 (DIAMOND, 1982).
Dos diferentes meios de cultivo desenvolvidos para o cultivo polixénico de E.
histolytica, apenas trés meios, difasico Locke-egg, meio de Robinson (ROBINSON,
1968) e o monofasico TYSGM-9 (DIAMOND, 1982) sdo mais comumente usados. O
cultivo Axenico envolve cultivo de parasitas na auséncia de qualquer outras células
de metabolizacdo (CLARK e DIAMOND, 2002). O cultivo axénico de E. histolytica foi
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primeiramente conseguido por Diamond (1961). O meio monofasico TP-S-1 foi
desenvolvido e amplamente utilizado para a cultura de E. histolytica em diferentes
laboratorios de pesquisa (DIAMOND, 1968; CLARK e DIAMOND, 2002). TYIS- 33
(DIAMOND, HARLOW e CUNNICK, 1978) e YI-S (DIAMOND, CLARK e CUNNICK,
1995) sdo os meios de comunicacdo mais utilizados para o cultivo axénico de E.
histolytica (CLARK e DIAMOND, 2002).

Cultura de E. histolytica pode ser realizada a partir de amostras fecais,
amostras de biopsia retal ou aspirados de abscesso hepatico. Como os aspirados de
abscesso hepatico de pacientes sdo ALA geralmente estéreis (98% dos casos)
(BLESSMANN et al., 2002b), a adicdo de uma bactéria ou um tripanossomatideo é
necessaria antes inoculagdo de amebas em cultura polixénica (FREEDMAN,
MADDISON e ELSDON-DEW, 1958; WANG, JEN e CRUZ, 1973; CLARK
DIAMOND, 2002). A taxa de sucesso para a cultura de E. histolytica é entre 50 e
70% em laboratorios de referéncia (CLARK e DIAMOND, 2002). Como a cultura de
E. histolytica de amostras clinicas, tais como fezes ou abscesso hepatico tem uma
taxa de falso-negativo significativa e é tecnicamente dificil, por isso nao foi adotado
como um exame de rotina em laboratorio de anadlises clinicas. Entamoeba dispar
podem ser cultivadas em meio de cultura polixénico, no entanto, a maioria dos
isolados crescem mal na cultura monoxénica e o crescimento de apenas algumas
cepas tem sido relatada como sendo viavel na cultura axénica, sugerindo que E.
dispar podem ser menos capazes do que E. histolytica na obtencdo de nutrientes
em um meio isento de particulas (CLARK, 1995; KOBAYASHI et al., 1998). O uso de
diferentes meios para a cultura de E. dispar tem sido investigado e estes estudos
indicam que YI-S ndo pode ser um meio adequado para a cultura de E. dispar
(KOBAYASHI et al.,, 1998). Para cepas de E. moshkovskii, meios de cultura
empregados incluem TTYSB- monofasico com tripanossomatideo, TPS1-GM -
Monofasico para a cultura de axénica de amebas (DIAMOND, 1968) e o meio TP-S-
1- GM monofasico (DIAMOND e BARTGIS, 1970). Outros meios que contém soro de
bovino utilizado para cultura de E. moshkovskii incluem meio axénico TYI-S- 33 com
10% de soro de bovino a 24°C (DIAMOND, HARLOW e CUNNICK, 1978) ou meio
polixénico TYSGM-9 com 5% de soro bovino em ambos 24°C ou 37°C (DIAMOND,
1982).

O trabalho pioneiro de Sargeaunt et al. (1978) demonstraram que a andlise de

isoenzima de amebas cultivadas permitiria a diferenciacdo de espécies Entamoeba.
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Um zimodema é definido como um grupo de cepas de ameba que compartilham o
mesmo padrdo eletroforético e mobilidades para véarias enzimas. Zymodemes
consistem em padrdes electroforéticos das enzima exoquinase, isomerase de fosfato
de glucose e isoenzima fosfoglucomutase (SARGEAUNT et al., 1987). Um total de
24 zimodemas diferentes foram descritos, dos quais 21 séo isolados de humanos (9
de E. histolytica e 12 de E. dispar). A presenca de amido no meio influencia o mais
variavel padrado de zimodema (BLANC e SARGEAUNT, 1991) e muitos zymodemes
"desaparecem” ap6s a remocao das floras bacterianas, o que sugere que pelo
menos algumas das bandas sdo de origem bacteriana, em vez de ter origem de
amebas (JACKSON e SUPERSAD, 1997). Se os zimodemas definidos por bandas
estaveis sdo contados, apenas trés permanecem como de E. histolytica (ll, XIV e
XIX) e um para E. dispar (I). A andlise de isoenzima (zimodema) de amebas
cultivadas permite a diferenciacdo de E. histolytica e E. dispar, e foi considerada o
padrdo ouro para o diagnoéstico de infeccdo amebiana antes do desenvolvimento de
técnicas mais recentes baseadas em DNA. Muitos diferentes ensaios foram
desenvolvidos para a deteccdo de anticorpos, incluindo hemaglutinacdo indireta
(IHA), aglutinacdo em latex, imunoeletroforese, contraimunoeletroforese (CIE), o
teste de difusdo em gel amebiano, imunodifuséo, fixacdo de complemento, ensaio
de imunofluorescéncia indireta (IFA) e ensaio de imunoabsorcdo ligado a enzima
(ELISA). Uma variedade de ensaios de imunoldgicos para a deteccéo de anticorpos
de E. histolytica no soro humano também estao disponiveis comercialmente. Testes
de fixacdo do complemento parecem ser menos sensiveis do que outros, custam
mais para serem executados e ndo séo usados pela maioria dos laboratérios. IHA &
simples de executar e foi demonstrado ser altamente especifica (99,1%) como
ferramenta de diagnostico para pacientes infectados com virus da imunodeficiéncia
humana com sintoma gastrintestinal (HUNG et al., 1999). No entanto, a baixa
sensibilidade pode levar a resultados falso-negativo em comparacdo com oS
resultados de ELISA. O teste de aglutinacdo em latex parece detectar o0 mesmo
anticorpo como em IHA. Kits comerciais sdo disponiveis e o teste pode ser realizado
em 10 min. No entanto, devido a reacfes inespecificas, a especificidade deste teste
parece ser desapontante (SANCHEZ-GIILLEN et al., 2000). Imunoeletroforese, CIE
e imunodifusdo usam a propriedade de anticorpo e precipitacdo de antigeno na
membrana de gel de agar. Sheehan et al. (1979) relataram que a deteccao de

anticorpo contra E. histolytica extra intestinal pela CIE € demorado, mas tem uma
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elevada sensibilidade (100%) em pacientes com amebiase invasiva. A deteccdo de
anticorpos utilizando o ensaio IFA se mostrou ser rapido, confiavel e reprodutivel e
ajuda a diferenciar ALA de outras espécies ndo amébicas. Em adicdo a isto, 0s
ensaios de IFA tem sido usados para diferenciar entre infec¢des antigas (tratadas) e
doenca agudas ou presente (GARCIA et al.,, 1982). Um estudo realizado por
Jackson et al. (1984) indicaram que o monitoramento de niveis de imunoglobulina M
(IgM) usando o IFA podem ser de valor clinico em um curto periodo de tempo apds a
infeccdo, com mais de metade dos sujeitos tendo resultados negativos aos 6 meses
ou 100% tornando-se negativa por 46 semanas apds tratamento. Em ALA a
sensibilidade do IFA é relatada como sendo de 93,6%, com uma especificidade de
96,7%, tornando-a mais sensivel do que o ELISA (SHAMSUZZAMAN et al., 2000).
Um teste negativo, portanto, indica que um paciente nunca teve amebiase invasiva.
No entanto, este teste requer habilidades em cultura e subsequente preparagcédo de
antigeno, sendo dificil aplicar em uma rotina de laboratorio clinico (PATTERSON e
SCHOPPE, 1982). ELISA é o ensaio mais popular no diagndéstico laboratorial em
todo o mundo e € usado para estudar a epidemiologia de doenca assintomatica
(GONZALEZ et al., 1995) e o diagnostico de amebiase sintomatica ap0s exame
fecal. Este método é suficiente para fins de clinica, em particular para o diagnéstico
de pacientes com ALA e pode ser facilmente realizado num laboratério clinico. Pode
também ser atil na avaliacdo de infecgbes intestinal e extra-intestinal, onde
amebiase é suspeita, mas 0s organismos ndo podem ser detectados nas fezes
(ROSENBLATT, SLOANE e BESTROM, 1995). Um microtitulo de ELISA para
detectar anticorpos contra E. histolytica (LMD Laboratoriesm Inc., Carlsbad, CA) tem
se mostrado ser 97,9% sensivel e 94,8% especifica para a deteccdo de anticorpos
de E. histolytica em pacientes ALA (HIRA et al., 2001).

Varios pesquisadores tém desenvolvido métodos de ELISA para a deteccao
de antigenos nas amostras de fezes. Estes testes de deteccdo de antigeno tém uma
sensibilidade que se aproxima de cultura de fezes e sao rapidos de executar. Kits de
ELISA baseados em antigenos que séo especificos para a E. histolytica utilizam
anticorpos monoclonais contra a Gal / GalNAc-Lectina especifica de E. histolytica (E.
histolytica II; TechLab, Blacksburg, VA) ou anticorpos monoclonais contra antigeno
rico em serina de E. histolytica (Optimum kit S; Merlin Diagnostika, Bornheim-Hersel
Alemanha). Outros kits de ELISA para deteccdo de antigeno incluem o Entamoeba

CELISA PATH Kit (Cellabs, Brookvale, Australia), que utiliza um anticorpo
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monoclonal especifico para lectina de E. histolytica, e ProSpecT EIA (Remel Inc ,;
anteriormente fabricado pela Alexon-Trend, Inc., Sunnyvale, CA), que detecta
antigeno especifico de E. histolytica em espécimes fecais. Em adicdo aos ensaios
clinicos acima mencionados, testes de detec¢cdo baseados em pesquisas incluiram o
uso de anticorpos monoclonais contra um antigeno rico em lectina de superficie
(PETRI e SINGH, 1999), um lipofosfoglicano (MIRELMAN et al., 1997), uma lectina
de ades&o do antigeno ambiano de 170-kDa detectada na saliva (ABD-ALLA et al.,
2000) e um antigeno descaracterizado (WONSIT et al., 1992). O kit de E. histolytica
TechLab foi projetado em 1993 para detectar especificamente E. histolytica nas
fezes (HAQUE et al.,, 1997; HAQUE et al.,, 1998). A lectina é conservada e é
altamente imunogénica e por causa das diferencas antigénicas nas lectinas de E.
histolytica e E. dispar, o teste permite a identificacdo especifica dos causadores da
doenca E. histolytica. O nivel de deteccdo de antigenos amebianos é bastante
elevada, exigindo aproximadamente 1.000 trofozoitos por po¢co (HAQUE et al, 1993;.
MIRELMAN et al, 1997). No entanto, este teste sofre a desvantagem de que 0s
antigenos sao detectados e desnaturados por fixacdo da amostra de fezes, portanto,
limitando os testes para amostras frescas ou congeladas. No entanto, este teste tem
demonstrado boa sensibilidade e especificidade para deteccdo do antigeno de E.
histolytica nas fezes espécimes de pessoas que sofrem de colite amebiana e
infeccado intestinal assintomatica (HAQUE et al., 1995, 1997, 1998). O ProSpect EIA
(Remel Inc.) é uma microplaca EIA que detecta tanto E. histolytica e E. dispar. No
entanto, este ensaio ndo pode diferenciar entre E. histolytica e E. dispar. A
vantagem deste teste é que ele pode ser realizado no estado fresco, congelado, mas
ndo em amostras fecais fixadas em formalina. A sensibilidade do ProSpect EIA foi
comparado com o de microscopia convencional (utilizando montagens diretas e
métodos de concentracdo) para o diagnéstico de E. histolytica e E. dispar, foram
relatadas uma sensibilidade de 78% e especificidade de 99% (ONG et al., 1996). Em
outro estudo, por Gatii et al. (2002), o relato da sensibilidade e especificidade do
ProSpect ELISA foram 54,5% e 94%, respectivamente, em relacdo a cultura e
identificacdo de zimodema para E. histolytica / E. dispar.

O Triage Parasite Panel (TPP) é o primeiro ensaio imuno-cromatografico
(Biosite Diagndstico Ins., San Diego, CA) para a deteccdo simultanea de antigenos
especificos para G. lamblia, E. histolytica/dispar e C. parvum. A tira immuno

chromatografica utilizada neste ensaio é revestida com anticorpos monoclonais
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especificos para antigeno de superficie de 29-kDa (E. histolytica/dispar), alfa-1-
Giardin (G. lamblia), e proteinas dissulfeto isomerase (C. parvum). Uma alta
sensibilidade (96% a 100%) e especificidade (99,1% a 100%) do kit TPP comparado
observacgéo de cistos por exames de fezes para E. histolytica/dispar foram relatados
(GARCIA, SHIMIZU e BERNARD, 2000; SHARP et al., 2001). Em outro estudo,
embora a especificidade do kit de triagem tenha sido elevada (100%), a
sensibilidade foi baixa (68,3%) em comparagdo com a do teste ProSpecTest (PILLAI
e KAIN, 1999). Um estudo recente da Suécia comparou o teste TPP com o PCR e
demonstrou uma baixa sensibilidade para ensaio TPP (LEIVA et al., 2006). A
vantagem do método TPP é que ele pode ser realizado em cerca de 15 min com
espécimes fecais humanas néo fixadas frescos ou congelados.

Existe agora uma ampla variedade de métodos de PCR, visando diferentes
genes, o0 que foram descritos para a deteccao e diferenciacdo de trés espécies de
Entamoeba. Uma grande diversidade genética foi detectada na porcéo 18S rDNA de
E. histolytica e E. dispar depois de iniciada a utilizacdo desta regido como um alvo
para a diferenciacdo das duas espécies (CLARK e DIAMOND, 1991, 1992). O DNA
extraido a partir de trofozoitos cultivados em laboratério e DNA recuperado
diretamente de amostras de fezes positivas a microscopia utilizando os métodos
manual e automatizado foram testados e os métodos de PCR provaram ser
altamente sensiveis e especificos para a deteccdo de DNA de Entamoeba (CLARK e
DIAMOND, 1993, 1997; TROLL, MARTI e WEISS, 1997; RAMOS et al., 2000;
HECKENDORN et al., 2002; MORAN et al., 2005). Ensaios de PCR direcionados a
regido 18S rDNA sdo amplamente utilizados para o deteccédo e diferenciacado de
espécies de Entamoeba, uma vez que esses fragmentos estdo presentes em copias
dentro de plasmideos extracromossomais na ameba (BHATTACHARYA et al.,
1989), sendo o0 18S DNAr mais facilmente detectado em um fragmento de DNA de
um gene de copia unica. O sucesso do uso de PCR no estudo da epidemiologia da
infeccdo por Entamoeba foi primeiro relatado por Acuna-Soto et al. (1993). Eles
usaram DNA extraido diretamente de fezes, evitando a necessidade de cultura de
trofozoitos e os iniciadores foram utilizados para amplificar o DNA circular
extracromossémico alvo. Este gene alvo foi subsequentemente utilizado por outros
investigadores (AGUIRRE et al., 1995; BRITTEN et al.,, 1997). Este PCR, com
deteccéo colorimétrica do produto alvo, também foi utilizado com o DNA extraido de
amostras fecais, utilizando uma modificacao do Kit QIAGEN (AGUIRRE et al, 1995;.
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VERWEIJ et al., 2000). Os iniciadores para o gene do antigeno de 29 kDa / 30 kDa
tém sido utilizados para distinguir entre espécies patogénicas e nao-patogénicas de
Entamoeba, utilizando-se o PCR convencional (TACHIBANA et al., 1991). Em
laboratérios de pesquisa, este objetivo tem sido utilizado para anélises de fezes de
microscopia-positiva que foram cultivadas em laboratério (TACHIBANA et al, 2000;.
PINHEIRO et al, 2004) bem como amostras fecais fixadas em formalina (RIVERA et
al., 1996, 1998, 2006).

Outros alvos para PCR incluem genes codificadores de proteinas que
apresentaram polimorfismo na regido de codificacdo como o gene de proteina rica
em serina de E. histolytica (SREPH) e o gene da quitinase (STANLEY et al., 1990;
DE LA VEJA et al., 1997). SREPH como um alvo foi relatado para a amplificacédo de
DNA recuperado a partir de culturas de laboratorio e fezes positivas em microscopia
com concentracdo de cistos por técnicas de gradiente de flutuacdo em sulfato de
zinco (RAMOS et al., 2005). Um nested PCR de SREPH foi recentemente usado
para investigar a diversidade de E. histolytica em populacdo humana, usando DNA
extraido a partir de fezes positivas em microscopia (AYEH-KUMI et al., 2001). PCR
utilizando o gene de proteinase cisteina e os genes da actina como alvos também foi
utilizado para estudar o epidemiologia da amebiase (FREITAS et al., 2004). Além
disso, um ensaio baseado no gene da hemolisina PCRHLY6 de E. histolytica (PCR
hemo) foi desenvolvido para a deteccédo de DNA de E. histolytica em amostras fecal
e ALA e foi mostrado ter 100% sensibilidade e especificidade (ZINDROU et al.,
2001). PCR para a deteccdo de DNA de E. histolytica a partir de amostras de
abscesso hepatico foi o primeiro a ser feito utilizando o gene que codifica antigeno
de 30- kDa e 100% de sensibilidade foi relatado. Em outro estudo, a PCR realizada
em amostras de figado demonstrou apenas 33% sensibilidade para detectar a
presenca de E. histolytica utilizando iniciadores especificos para regidao 18S DNAr de
E. histolytica, enquanto que o segundo par, especifico para o gene do antigeno de
30 kDa (TACHIBANA et al., 1992), mostrou uma sensibilidade de 100% (ZENGZHU
et al., 1999). A amplificacao direta para a deteccdo de DNA de E. histolytica (sem a
extracdo de DNA) de pus de ALA foi relatado usando 10 diferentes pares de
iniciadores anteriormente publicados (utilizados para amplificacdo de E. histolytica a
partir de figado amostras de fezes (ZAMAN et al., 2000). Dos 10 diferentes pares de
iniciadores testados, dois pares P1-P2 com alvo no DNA extracromossomal circular
de E. histolytica (ACUNA-SOTO et al., 1993) e P11-P12 visando o gene do antigeno
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de 30-kDa (TACHIBANA et al., 1992) obtiveram 100% de sensibilidade. Outro ensaio
de PCR (hemo PCR), com base no gene da hemolisina HLY6 de E. histolytica foi
analisado para amostras de abscesso hepatico. A hemo-PCR deu um resultado
positivo para 89% das amostras de ALA em comparagcdo com 77% e 28% para o
gene do antigeno de 30-kDa e 18S rDNA respectivamente (ZINDROU et al., 2001).
A hemo-PCR foi desenvolvido para ser uma valiosa ferramenta de diagnéstico para
identificacdo de E. histolytica no figado e amostras fecais. Para a identificacéo de E.
moshkovskii em espécimes fecais, um método de impressao digital foi primeiramente
relatado por Haque et al. (1998). Subsequentemente, um PCR para a identificacéo
de E. moshkovskii em amostras fecais foi desenvolvido como um nested PCR da
regido 18S DNAr, seguido por digestdo de restricdo de endonuclease (ALI et al.,
2003). Este método tem uma alta sensibilidade e especificidade (100%) com DNA
extraido diretamente a partir de amostras de fezes utilizando o kit de extracdo de
fezes QIAGEN (FOTEDAR et al., 2007).

Os protocolos da PCR em tempo real tém sido publicados recentemente para
identificacdo e diferenciacédo de E. histolytica e E. dispar. Estes incluem um ensaio
de ciclo de luz utilizando sondas de hibridacdo para detectar a amplificacdo de 18S
DNAr a partir de amostras fecais (BLESSMANN et al., 2002a; CALDERARO et al.,
2006) e dois ensaios TagMan, uma segmentacdo do fragmento 18S rDNA
(VERWEILJ et al, 2003, 2004;.. KEBEBE et al, 2004) e um outro alvo de repeticbes
episomais, utilizando DNA extraido de amostras fecais coletadas de primatas e
humanos (VERWEIJ et al., 2003). Um banco molecular de PCR em tempo real com
alvo em 18S rDNA de E. histolytica para uso em amostras fecais e ALA foi descrito
(ROY et al., 2005). Outro ensaio em tempo real SYBR visando o 18S rDNA foi
descrito por Qvarnstrom et al. (2005). As sequéncias selecionadas na maioria
desses estudos em tempo real tém incluidos rDNA como o alvo para PCR. Uma
recente avaliacdo de trés ensaios de PCR em tempo real, focando na fraqueza e
pontos fortes de cada ensaio e sua utilidade para a clinica diagndstico laboratorial,
foi publicado por Qvarnstrom et al. (2005). Este estudo deu destaque a grandes
diferencas nos limites de deteccdo e desempenho do ensaio que foram observados
entre os testes avaliados. Dois dos ensaios neste estudo ndo poderiam de forma
confiavel distinguir E. histolytica e E. dispar (BLESSMANN et al., 2003) e o ensaio
TagMan direcionamento repeticdes epissomais (VERWEIJ et al., 2003). UM ensaio

multiplex em tempo real foi subsequentemente desenvolvido para deteccdo de
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diferentes parasitas intestinais com 100% de sensibilidade e especificidade
(VERWELJ et al., 2004). Este ensaio permitiu a detecgao de E. histolytica, G. lamblia
e C. parvum e ofereceu a possibilidade da deteccdo de DNA em rotina de
diagnostico de infecgBes parasitarias intestinais. A implementacdo de tais ensaios
multiplex e desenvolvimento de procedimentos automatizados de isolamento de
DNA poderiam ter um tremendo impacto sobre parasitologia na rotina pratica. Um
PCR em tempo real para a detec¢éo de E. moshkovskii em amostras clinicas ainda
ndo foram relatados, desta forma mais pesquisas séo, portanto, necessarias para
desenvolver estes métodos para a deteccéo desta Entamoeba.

Recentemente, um novo método de amplificacdo de &acido nucléico
denominado Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) tem sido
desenvolvido (LIANG et al., 2009). A LAMP foi originalmente desenvolvida pela
Notomi et al. (2000), Mori et al. (2001) e Nagamine et al. (2002) (Eiken Chemical
Co., Ltd., Japao). Este método emprega uma DNA polimerase com atividade de
guatro iniciadores que reconhecem seis sequéncias alvo. Este método amplifica
DNA com alta especificidade, sensibilidade e rapidez sob condi¢cfes isotérmicas. (60
a 65°C) em incubadoras simples, como uma banheira de agua ou bloco de calor séo
adequados para a amplificacdo do DNA (NOTOMI et al., 2000). Além disso, uma
grande quantidade de precipitado branco de pirofosfato de magnésio € produzida
como um subproduto, que permite um julgamento de amplificacdo a olho nu (MORI
et al., 2001). Levando-se em conta estas vantagens, o ensaio LAMP poderia se
tornar uma valiosa ferramenta de diagndstico nos paises em desenvolvimento ou
laboratorios hospitalares. Com o ensaio LAMP, E. histolytica em amostras de fezes
pode ser detectada rapidamente sob a luz ultra violeta a olho nu, sem qualquer outro
equipamento sofisticado (MORI et al.,, 2001), além disso, a LAMP supera a
microscopia em sua capacidade de discriminar E. histolytica e E. dispar e E.
moshkovskii. Destes kits comerciais assim como o kit TechLab Il detectam os
antigenos de E. histolytica, eles ndo foram comparados com o ensaio LAMP que é
baseado em deteccdo de DNA. O ensaio LAMP desenvolvido por Liang et al (2009)
tem niveis de sensibilidade e especificidade semelhantes aos de nested PCR e pode
ser util para a deteccéo clinica e vigilancia ativa de E. histolytica em paises onde a
amebiase é endémica. O ensaio LAMP requer minima instalacdes laboratoriais e

pode diferenciar amostras de DNA de E. histolytica e E. dispar. Contudo, em
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comparacao aos requisitos para a realizacdo de nested PCR, a simplicidade e
acessibilidade do ensaio LAMP permite a fécil identificacdo de E. histolytica.

4.7 BIOLOGIA MOLECULAR

A biologia molecular € uma ferramenta valiosa dos cientistas, podendo
fornecer aos epidemiologistas informacfes muito além das oferecidas pela
microscopia tradicional, pela cultura e imunologia, auxiliando na vigilancia de
agentes infecciosos e na determinacdo das fontes de infeccdo (THOMPSON et al.,
1998; MORGAN et al., 2000).

Os métodos moleculares foram desenvolvidos para deteccdo dos parasitas,
visando superar as limitagcbes encontradas nos meétodos microscopicos
convencionais (CARVALHO-ALMEIDA, 2004).

A identificacédo e caracterizagdo genotipica, por técnica de biologia molecular,
das amostras de Cryptosporidium spp., Giardia spp. e Entamoeba spp. isoladas a
partir de material fecal, € ferramenta fundamental para se entender melhor o papel
do homem e dos animais como reservatorios e fontes de infeccdo humana, bem
como identificar outras fontes de infeccdo, como a hidrica, por exemplo
(CARVALHO-ALMEIDA, 2004).

Métodos moleculares tém sido cada vez mais utilizados para proporcionar alta
acuracia e especificidade na deteccdo dos oocistos, ovos e cistos em amostras
clinicas e ambientais, para definir a posicdo taxonémica das varias espécies de
parasitos (HIGGINS et al., 2001; THOMPSON e CHALMERS, 2002, CHALMERS e
DAVIES, 2010).

4.7.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O problema da baixa sensibilidade das reacbes de hibridizacdo de DNA do
parasita presente na amostra, foi melhorado por um método capaz de amplificar
milhares de vezes uma molécula de DNA alvo, com o uso de uma enzima, a

polimerase. Na PCR, regides especificas do DNA de interesse sdo amplificadas
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enzimaticamente, assim, um segmento especifico de DNA de fita dupla ou de fita
simples, pode ser amplificado, através de sucessivos ciclos. Com a utilizagdo da
transcriptase reversa o RNA também pode ser amplificado (CARVALHO-ALMEIDA,
2004).

A técnica da PCR consiste basicamente em fazer cépias de uma sequéncia
especifica do DNA de um organismo in vitro, utilizando para isso, 0os elementos
basicos de replicagdo natural do DNA (POWLEDGE, 2004). O resultado desta
amplificacdo é facilmente visualizado através da eletroforese em gel de agarose
(BRODY e KERN, 2004).

A especificidade e sensibilidade da PCR séo ferramentas Uteis para deteccao
e caracterizacdo de grande variedade de patdégenos. Em termos praticos, essas
técnicas podem ser usadas como simples testes de “presenca/auséncia” de
determinados agentes. Em adicdo a deteccdo do parasito, a PCR pode ser usada
para determinacao da estrutura populacional e na caracterizacédo de organismos que
ndo podem ser cultivados ou purificados, como € o caso dos parasitos intracelulares
(MONIS et al., 2002). Diversificados protocolos tém sido descritos no processamento
dos parasitas para obtencdo de amostra de DNA apropriada para a PCR.

O processo inicial geralmente envolve a lise do parasita por choque térmico
(congelamento/aquecimento), por fervura ou por meios quimicos. O passo seguinte
consiste na remocao dos inibidores da PCR (SINGH, 1997). Os métodos da PCR
podem ndo somente ser aplicados a pequeno numero de oocistos e cistos, como
também, amostras fecal e ambiental podem ser analisadas diretamente sem a
necessidade de isolar o parasita intactos (WIDMER et al., 2002).

As vantagens da PCR incluem alta sensibilidade, analise rapida de grande
namero de amostras, relativamente baixo custo, deteccdo de multiplos patégenos, e
capacidade de discriminar entre espécie e cepa, se houver primers especificos
(ROCHELLE et al., 1997).

4.7.1.1 Nested PCR

A técnica de Nested PCR consiste em utilizar os produtos da reacdo da PCR

em uma segunda reacdo (SAMBROOK et al., 2001). Dessa forma, séo utilizados os

produtos da amplificacao realizada pelos primeiros iniciadores, como um molde para
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uma segunda amplificagédo, realizada com outro par de iniciadores que se anelam
com sequéncias internas ao primeiro amplificado. A utilizacdo desta técnica no
diagnostico de alguns protozoarios é recomendada, pois aumenta ainda mais a
sensibilidade da PCR, conseguindo detectar o parasita mesmo em amostras que

contém quantidade muito pequena destes (SANTIN et al., 2004).

4.7.1.2 Multiplex PCR

A Multiplex PCR consiste na utilizacdo de mais de um par de iniciadores em
uma mesma PCR. Desta forma, varios segmentos de DNA alvo sdo amplificados
simultaneamente, economizando tempo, diminuindo gastos e sendo capaz de
detectar mais de uma espécie no caso de infeccdes mistas, pois cada par de
iniciador vai amplificar uma sequéncia especifica de cada espécie (SAMBROOK et
al., 2001). Entretanto, esta técnica ainda esta sendo aperfeicoada no diagnostico de
parasitos devido a sua dificuldade de aplicagcdo, uma vez que exige que todos 0s
iniciadores tenham temperaturas de anelamento aproximadas, ndo interajam entre si
e que os fragmentos amplificados tenham tamanhos proximos (SANTIN e
ZARLENGA, 2009).

4.7.1.3 PCR-RFLP

A PCR-RFLP utiliza enzimas especificas na reacédo da PCR, que sdo capazes
de clivar uma sequéncia de nucleotideos em determinados pontos e a partir destas
clivagens, a espécie pode ser identificada em eletroforese em gel de agarose
(SAMBROOK et al., 2001; SPANO et al., 1997). Uma das grandes vantagens da
PCR-RFLP, é a capacidade de diferenciar espécies sem a necessidade do
sequenciamento (SPANO et al., 1997). Por outro lado, ainda é incapaz de diferenciar
algumas espécies, por possuirem o mesmo sitio de restricdo e permanecendo,
portanto, com o0 mesmo padrao no gel (TROTZ-WILLIAMS et al., 2006).
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4.7.2 Sequenciamento

O sequenciamento tem como objetivo determinar a ordem exata dos
nucleotideos de um determinado segmento de DNA e vem sendo utilizado no
diagnéstico da espécie envolvida na infeccdo (SMITH e NICHOLS, 2010). Antes de
iniciar as etapas do sequenciamento, as amostras, que ja foram previamente
submetidas a PCR, séo purificadas. Este procedimento é de extrema importancia,
pois remove os dNTPs e iniciadores que restaram das reagc0es anteriores, e que
poderiam causar interferéncia nas reagfes seguintes (SAMBROOK et al., 2001). As
amostras sdo entdo submetidas a uma nova PCR com formulagdo especifica, sendo
gue os iniciadores séo utilizados em reacbes independentes para que as duas
sequéncias obtidas possam ser posteriormente alinhadas, visto que sé&o
complementares, aumentando dessa forma a acuracia do resultado final
(SAMBROOK et al., 2001). A sequéncia obtida podera ser submetida ao GenBank
(Genetic Sequence Data Bank) utilizando uma ferramenta de busca de alinhamentos
de sequéncias existentes o “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) e a
identificacdo da espécie em questdo é realizada em apenas alguns segundos
(ALTSCHUL et al., 1997).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DE EXECUCAO DO EXPERIMENTO

As coletas de fezes dos animais foram realizadas em propriedades rurais
localizadas na cidade de Campos dos Goytacazes-RJ. As propriedades foram
selecionadas por conveniéncia de modo que foram distinguidas trés caracteristicas
diferentes, uma € um haras tradicional onde os animais ficam a pasto e dormem em baias
(HARAS), outra do tipo criacdo familiar, neste caso os animais sdo criados em
comunidades da periferia sem infraestrutura e em cocheiras improvisadas (FAMILIAR) e
uma terceira onde os animais sao criados em cocheiras apropriadas no Jockey Clube da
cidade (JOCKEY); todas localizadas no perimetro urbano da cidade de Campos dos

Goytacazes — RJ (FIGURA 1). Os exames laboratoriais foram realizados no Nucleo de
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Pesquisas Avancadas em Parasitologia (NUPAP) do Hospital Veterinario da Universidade
Estadual do Norte Fluminense - Darcy Ribeiro (HV-UENF).

-

= +FAMILIAR m

-

Figura 1. Imagem de satélite de uma regido do municipio de Campos dos
Goytacazes — RJ onde estdo situadas as 3 propriedades selecionadas
para estudo (Fonte: Google Maps, acesso em 04/2015).

5.2 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizadas amostras fecais de 50 equinos, 17 do HARAS, 20 do JOCKEY e
13 na FAMILIAR. Estas foram coletadas diretamente da ampola retal com o auxilio de
sacos plasticos identificados e acondicionados em caixas isotérmicas a 4°C para
transporte até o laboratorio. As amostras foram processadas em até 24 horas, contadas a

partir da coleta.

5.3 ISOLAMENTO DOS PROTOZOARIOS A PARTIR DE AMOSTRAS FECAIS

Para concentracdo dos protozoérios nas fezes dos animais foi utilizada a técnica
de centrifugo-flutuagdo com solugdo hiper saturada de sacarose (FIUZA et al., 2008),
como descrito a seguir: 15g de cada amostra de fezes foram transferidas para tubos

conicos de 50ml e em seguida, foi adicionada quantidade suficiente de agua destilada até
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alcancar um volume de 50ml. Os tubos foram deixados em repouso por 20min e apés
agitacao, filtrados em malha de 45um. Os filtrados foram transferidos para um novo tubo
de 50ml, no qual também foi adicionada quantidade suficiente de &gua destilada até
completar 50ml de volume final. Estes tubos foram centrifugados por 10 minutos a
2500rpm e o sobrenadante foi descartado logo apds. O sedimento foi entdo
ressuspendido em agua destilada até alcancar um volume de 25ml e logo em seguida
foram adicionados 25ml de solucdo de sacarose (1,1g/ml) e depois de realizada a
homogeneizagéo da solucéo, os tubos foram novamente centrifugados a 1000rpm por
20min a 4°C. Foram aspirados 4ml do sobrenadante e pipetados em tubos conicos de
15ml, onde foi adicionado 11ml de 4gua destilada para que fosse obtido o volume final de
15ml em cada tubo. Esta solugdo foi centrifugada a 2500rpm por 10min com o
sobrenadante descartado logo em seguida. O sedimento foi entdo ressuspendido em
500ul de agua destilada e transferido para um tubo Eppendorf, onde foi congelado para
posterior extracdo do DNA.

5.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

5.4.1. Extracdo do DNA

Foi utilizado o DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen®) com reagentes fornecidos
pela propria empresa com ligeiras modificagdes no protocolo (SANTIN et al., 2004). Apés
descongelamento das amostras, 50ul foram misturadas a 180yl de tamp&o ATL e
completamente homogeneizadas em vortex. Apos esta etapa, foram adicionados 20ul de
proteinase K (20mg/ml) e novamente a mistura foi homogeneizada. Os tubos foram entao
incubados overnight a 55°C e foi entdo adicionado 200ul de tampédo AL. O protocolo
restante foi seguido de acordo com as orientacbes do fabricante, com apenas uma
excecdo: para se aumentar a quantidade de DNA recuperado, o &cido nucléico foi eluido

em 100pl de tampéo AE.
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5.4.2 Reagcdo em cadeia da polimerase (PCR)

Todas as amostras foram examinadas pela PCR para diagnostico de
Cryptosporidium spp., Giardia e Entamoeba spp, com iniciadores especificos em
termociclador Eppendorf® Mastercycler® Personal.

5.4.2.1 Cryptosporidium spp.

Foi utilizado o protocolo de nested PCR, com amplificagdo em duas etapas de um
fragmento de 830 pb do gene 18S rRNA. Para amplificagdo priméria foram utilizados os
seguintes inciciadores externos: CRYPTOF (5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3) e
CRYPTOR (5'-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3); e para a amplificacdo secundaria, 0s
iniciadores internos: AL1598 (5-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3) e AL3032 (5-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3') (XIAO et al., 1999).

O procedimento de amplificacdo foi realizado com o0s seguintes componentes
para a amplificacdo primaria: tampao PCR 1x; MgCl, (3mM); dNTP (0,2mM), Taq (2,5U)
(Qbiogene®); BSA (2,5u1-0,19/10ml); 1uM de cada um dos iniciadores e 5ul de DNA em
um volume final de 50ul. A amplificacdo secundaria conteve: tampdo PCR 1x; MgCl,
(2,5mM); dNTP (0,2mM); Taq (2,5U), BSA (2,5u-0,1g/10ml); 1uM de cada um dos
iniciadores e 3l do produto da primeira rea¢éo, em um volume final de 50pl.

Para a amplificacdo primaria foram realizados o0s seguintes ciclos no
termociclador: 94°C/3 min; 35 ciclos de 94°C/45s, 59°C/45s e 72°C/1 min; e um ultimo
ciclo de 72°C/7 min. Para a amplificacdo secundaria: 94°C/3 min; 40 ciclos de 94°C/30s,
58°C/90s e 72°C/2 min; e um ultimo ciclo de 72°C/7 min.

5.4.2.2. Giardia spp.

Um fragmento de cerca de 292pb da SSU-rDNA foi amplificado em duas reactes
de PCR (HOPKINS et al 1997).

Para a primeira reacdo de amplificacdo em PCR foram utilizados, em um volume
final de 50ul: tampao PCR 1x; MgCl, (1,5mM); dNTP (0,2mM); Taq (2 U); Dimetilsulfoxido
(DMSO) (2,5u) e O5u de cada iniciador: para reagdo interna RH-11 (5-
CATCCGGTCGATCCTGCC-3) e RH-4 (5'- AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCAGG-3) e
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reacdo externa com os pimers Gia-F (5- GACGCTCTCCCCGAC-3) e Gia-R (5-
CTGCGTCACGCTGCTGCTC-3) (Read et al. 2002). Um total de 35 ciclos, cada um
consistindo de 96°C/45s, 58°C/30s e 72°C/45s foi realizado. Uma etapa inicial de 96°C/2

min e uma extenséo final de 72°C/4 min também foram incluidas.

5.4.2.3. Entamoeba spp.

Foram utilizados os iniciadores especificos para Entamoeba spp. ENTAM1 (5"-
GTTGATCCTGCCAGTATTATATG-3) e ENTAM2 (5"-CACTAT
TGGAGCTGGAATTAC-3") (VERWEIJ 2001), que amplificam fragmentos de 550pb, em
uma Unica reacao de amplificacao.

Para esta reacéo, foram utilizados MgCl; (1,5mM); dNTP (250uM); Taq (1,25 U);
tampé&o Taq 1x; 40pmol de cada iniciador e 10ul de DNA em um volume final de 50ul. A
reacao de amplificacéo foi realizada em 30 ciclos de 94°C/30s; 55°C/30s e 72°C/30s.

5.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR e nested PCR foram analisados em corrida de
eletroforese de gel de agarose a 1%, corado com gel red imerso em tampéao TAE 1X
em cuba horizontal de eletroforese Sub-cell® GT Bio-Rad em fonte Power Pac Basic
— Bio — Rad.

A visualizacdo das bandas foi realizada em fotodocumentadora Gel Logic 212
Pro - Analitica através do programa Carestream — Molecular Imaging Software T e
os tamanhos dos fragmentos comparados com marcador molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen®) com controles positivo e negativo. Os controles utilizados séo

provenientes de banco de controles do laboratorio.

5.5. ESTATISTICA

Para verificar a frequéncia e os fatores de risco (Risco relativo — Rr)

relacionados entre as idades e propriedades foi utilizado o Teste de Fisher, com
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intervalo de confianga de 95%. Todos os calculos foram feitos com o auxilio do
software SAEG (Sistema para Andlise Estatistica - versdo 9.1).

6. RESULTADOS

Dos 50 animais examinados 22 estavam positivos para patdgenos entéricos
determinando uma frequéncia de 44% (Tabelal), no entanto, em um animal da
JOQUEI foi detectado o DNA de Giardia spp. em suas fezes pela técnica de n-PCR
0 que equivale a uma frequéncia de 02% (Figura 2 e Tabela 1), também foram
diagnosticados, pela mesma técnica, dois animais positivos para Cryptosporidium
spp., frequéncia de 4%, ambos da propriedade FAMILIAR (Figura 3 e tabela 1) e 19
animais infectados por Entamoeba spp., frequéncia de 38%, onde destes oito sdo da
FAMILIAR, nove da JOCKEY e dois da HARAS (Figura4, Tabela 2), no entanto, para
Entamoeba spp. o diagndstico foi através da amplificacdo de fragmento de DNA do
parasita pela PCR (Tabela 1).

Devido ao numero reduzido de amostras positivas para protozoarios do
género Cryptosporidium e Giardia, ndo foi possivel a determinacdo de diferenca
estatistica da frequéncia destes patégenos em relacdo a idade dos animais, no
entanto, este parametro analisado para frequéncia de Entamoeba spp., ndo indicou
diferenca estatistica (P=0,1841) entre animais jovens (potros) com idade menor ou
igual a dois anos e 0s equinos adultos com idade acima de dois anos (Tabela 3).
Para este mesmo protozoario foi observado que a propriedade HARAS tem
significativa menor frequéncia (P=0,0045) que as propriedades FAMILIAR e
JOCKEY, ndo havendo diferenca estatistica entre estas duas (Tabela 4).

Foi determinado o Rr da infeccdo por Entamoeba spp. pelos equinos das
propriedades FAMILIAR e JOCKEY comparando ao da propriedade HARAS e
verificou-se que a propriedade FAMILIAR tem cinco vezes mais chance de ter
animais infectados (P=0,069 e Rr=5,231) do que a propriedade HARAS (Tabela 5) e
gue a propriedade JOCKEY tem trés vezes mais chance dos animais apresentarem
0 protozoario nas fezes (P=0,365 e Rr= 3,825) do que a propriedade HARAS
(Tabela 6).
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Tabela 1- Diagnostico de patdégenos entéricos emergentes e reemergentes em
equinos de propriedades localizadas em areas urbanas da cidade de
Campos dos Goytacazes-RJ, através da técnica da “Polymerase Chain
Reaction” (PCR) “nested Polymerase Chain Reaction” (n-PCR).

ESPECIMES Amostra/positivo Técnica FREQUENCIA (%)
PROTOZOARIOS
Entamoeba spp. 50/19 PCR 38
Giardia spp. 50/01 n-PCR 02
Cryptosporidium spp. 50/02 n-PCR 04
TOTAL 50/22 PCR/n-PCR 44

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

N 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

N 47 48 49 50

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose (1%) com os produtos da PCR do gene
18S rRNA de cistos de Giardia spp.. Marcador de peso molecular (MM);
controle positivo (+); controle negativo (-); controle (nested) negativo (N).
A seta indica a posicdao relativa de um produto de PCR de
aproximadamente 300 pb.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (1%) com os produtos da nested PCR do
gene 18S rRNA de oocistos de Cryptosporidium spp.. Marcador de peso
molecular (MM); controle negativo (-); controle (nested) negativo (N);
controle positivo (+) e amostras 19 e 21 positivas. A seta indica a posicéo
relativa de um produto de PCR de aproximadamente 800 pb.
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose (1%) com os produtos da PCR do gene
18S rRNA de cistos de Entamoeba spp.. Marcador de peso molecular
(MM); controle positivo (+); controle negativo (-) e amostras 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 27 e 29 positivas. A seta indica a posicao relativa de um
produto de PCR de aproximadamente 550 pb.
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Tabela 2. Distribuicdo do nimero de amostras diagnosticadas por propriedades e
patdgenos entéricos emergentes e reemergentes de equinos criados em
areas urbanas da cidade de Campos dos Goytacazes-RJ, através da
técnica da “Polymerase Chain Reaction” (PCR) “nested Polymerase
Chain Reaction” (n-PCR).

PROPRIEDADE Giardia  Cryptosporidium Entamoeba

(n-PCR) (n-PCR) (PCR)
FAMILIAR? N 2 8
JOCKEY® 1 N 9
HARAS® N N 2
TOTAL 1 2 19

# Animais criados em comunidades da periferia sem infraestrutura.
® Animais criados em cocheiras apropriadas.
ZAnimajs ficam a pasto e dormem em baias.

Amostras negativas.

Tabela 3. Frequéncia de Infeccdo por Entamoeba spp. em equinos criados na
periferia da cidade de Campos dos Goytacazes-RJ de acordo com a
idade. Exame de amostras fecais através da técnica da “Polymerase
Chain Reaction” (PCR).

Variaveis _ Anlmals Valor de P?
Positiva  Negativa Total

Jovem (€2 anos) 04 (8%) 02 (4%) 06 (12%)

Adulto (>2 anos) 15 (30%) 29 (58%) 44 (88%) 0,1841

Total 19 (38%) 31 (62%) 50 (100%)

® Para o Teste de Fisher e Intervalo de confianga de 95%.

Tabela 4. Frequéncias comparativas da infec¢cdo por Entamoeba spp. em equinos
de trés diferentes propriedades da periferia da cidade de Campos dos
Goytacazes-RJ. Exame de amostras fecais através da técnica da
“‘Polymerase Chain Reaction” (PCR).

. Animais Teste Valor de
Variaveis — . na
Positiva Negativa Total () P
FAMILIARP 08 (16%) 05 (10%) 13 (26%) A
JOCKEY® 09 (18%) 11 (22%) 20 (40%) A 0,0045
HARAS! 02 (04%) 15 (30%) 17 (34%) B
Total 19 (38%) 31 (62%) 50 (100%)

? Letras iguais na coluna n&o difere significativamentepelo Teste de Fisher e Intervalo de confianca de 95%.
® Animais criados em comunidades da periferia sem infraestrutura.

¢ Animais criados em cocheira apropriadas.

4 Animais ficam a pasto e dormem em baias.
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Tabela 5. Risco relativo (Rr) da infeccdo por Entamoeba spp. em equinos de duas
diferentes propriedades da periferia da cidade de Campos dos
Goytacazes-RJ. Exame de amostras fecais através da técnica da
“‘Polymerase Chain Reaction” (PCR).

Animais Valor de

Variaveis __ : a (Rr)
Positiva Negativa Total P

FAMILIAR® 08 (27%) 05 (17%) 13 (43%)

HARAS® 02 (07%) 15 (50%) 17 57%) ~ 0069 5231

Total 10 (33%) 20 (67%) 30 (100%)
 Para o Teste de Fisher e intervalo de confianga de 95%.

® Animais criados em comunidades da periferia sem infraestrutura.
¢ Animais criados em cocheira apropriadas.

Tabela 6. Risco relativo (Rr) da infeccdo por Entamoeba spp. em equinos de duas
diferentes propriedades da periferia da cidade de Campos dos
Goytacazes-RJ. Exame de amostras fecais através da técnica da
“Polymerase Chain Reaction” (PCR).

S Animais Valor de
Variaveis __ : a (Rr)
Positiva Negativa Total P
JOCKEY" 09 (24%) 11 (30%) 20 (54%)
HARAS® 2 (05%) 15 (41%) 17 (46%) 0,0365 3,825
Total 11 (30%) 26 (70%) 37 (100%)

® Para o Teste de Fisher e intervalo de confianga de 95%.
® Animais criados em comunidades da periferia sem infraestrutura.
¢ Animais criados em cocheira apropriadas.

7. DISCUSSAO

No municipio de Campos dos Goytacazes, RJ os trabalhos de identificacdo de
enteropatégenos em animais de producdo sdo escassos, ressaltando que séo
grandes responsaveis por perdas econémicas e principalmente disseminadores de
zoonoses. Kostopoulou et al. (2015), mostraram que a excrecdo de Cryptosporidium
e Giardia sdo comuns em equinos e que existem variacfes entre a prevaléncia para
potros e adultos. Estes pesquisadores citam ainda que diferencas na ocorréncia

podem estar relacionadas aos métodos de estudo que podem englobar variaveis
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como numero limitado de animais além das propriedades em estudo, bem como
liberac&o intermitente de cistos e oocistos e ainda a técnica de diagnostico utilizada.

Com relacao ao impacto destas infec¢Bes na saude dos equinos, estes dados
ainda estéo indefinidos, porque, diferentemente do que ocorre com ruminantes, onde
as infec¢des causam atraso no crescimento e diarreia, em equinos ainda ndo esta
estabelecida uma relacdo entre a presenca de parasitos e sintomas clinicos
(KOSTOPOULOU et al., 2015). Nossos resultados concordam com estes estudos,
uma vez que nenhum dos animais investigados apresentavam clinica para doencas
gastrintestinais e com relacéo a idade, este parametro analisado para frequéncia de
Entamoeba spp., ndo indicou diferenca estatistica (P=0,1841) entre animais jovens
(potros) com idade menor ou igual a dois anos.

Ferraro et al. (2008), enfatizam que a falta de monitoramento parasitologico e
de tratamento rotineiro adequado em cavalos, faz com que estes animais
apresentem altas taxas de infec¢do parasitaria, comprometendo significativamente o
desempenho, além de contribuir na transmissdo destas doencas. Nos cavalos
analisados em nossa pesquisa, 22 estavam positivos para protozoarios entéricos,
determinando uma frequéncia de 44%, concordando assim com 0s pesquisadores
supracitados, na necessidade de se monitorar equinos que vivem em contato com o
homem e outras espécies domesticadas.

Dentre os protozoarios investigados, frequéncia de 4% para Cryptosporidium
spp., foi identificada em uma propriedade classificada como familiar, concordando
com Ludwig e Marques (2008), que descrevem que a presenca de oocistos deste
coccidio nas amostras fecais de equinos ratifica que estes animais fazem parte da
cadeia epidemiologica deste importante protozoario e podem contribuir, juntamente
com 0s oocistos encontrados na agua, para a disseminacdo e contaminacao
ambiental.

Gutiérrez-Cisneros et al. (2011) apesar de trabalharem com as técnicas de
microscopia convencionais, utilizam a PCR como ferramenta de confirmacdo de
outros métodos de deteccdo de espécies de Cryptosporidium. Desta forma nao
utilizamos a microscopia como técnica de diagnostico e sim diretamente a PCR e
nested PCR, visando melhor treinamento e diagndstico mais preciso. No entanto, de
acordo com Del Coco et al. (2009), ainda que as técnicas moleculares sejam uteis

na epidemiologia e na taxonomia para espécies de Cryptosporidium, ndo se deve
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desprezar a microscopia ou 0s ensaios imunobioldgicos no diagndstico de rotina da
infeccéo.

Pela técnica de n-PCR, foi detectada uma frequéncia de 2,0% de Giardia spp.
em local caracterizado pela criacdo dos animais em cocheiras apropriadas no Jockey
Clube da cidade, porém neste local hA uma grande densidade populacional de
humanos e outros animais domeésticos além de baixa infraestrutura associada a
captacdo de agua e direcionamento dos dejetos produzidos, concordando com Leib
e Zajac, (1999) que citam a transmissdo de giardiases por cistos que podem ser
ingeridos através da agua e de alimentos contaminados ou ainda pela transmisséo
direta, especialmente em &areas em que 0S animais que se encontram em
aglomeracdo. Reforca esta hipétese de circulacdo deste protozoario os estudos
realizados por Traub et al. (2009), em ambientes caracterizados pela promiscuidade
entre humanos e animais, por acesso limitado a agua potavel e por higiene escassa,
gue tém apoiado a existéncia de ciclos de transmissdo de Giardia spp. entre
humanos e cdes na Asia bem como os estudos de Wegayehu et al. (2013), que
apontaram a transmiss@o entre seres humanos e gado na india e Etiopia, o que
permite inferir que em nosso estudo, a cadeia de transmisséo de Giardia spp. entre
humanos e equinos € possivel.

Para Entamoeba spp., foi utilizada a técnica da PCR simples, sem utilizar
primers especificos para espécie, 0 que ndo nos permitiu inferir se 0os equinos séo
hospedeiros definitivos ou se estdo carreando espécies como hospedeiros
transportadores ou paratémicos ou ainda se exercem funcéo de reservatorios. Desta
forma estudos com sequenciamento do DNA isolado devem ser feitos ou ainda
utilizar primes especificos para distincdo das espécies circulantes nos equinos
estudados, como no estudo de Nazemalhosseini Mojarad et al. (2010), que de 3.825
amostras de fezes humanas examinadas utilizando ensaios de PCR simples, 3,5%
foram relatados como positivo para E. histolytica, 91,4% para E. dispar e 3,5% para
E. moshkovskii. Possivelmente em nossos estudos estéo circulando estas mesmas
espécies uma vez que 0S animais encontravam-se em estreito convivio com
humanos e seus dejetos. Reforgca nossa hipotese os achados de Barwick, et al.
(2002), que mostram que em paises desenvolvidos, os surtos de infeccdo por E.
histolytica podem ser causados por abastecimento de agua contaminada por esgoto.
Em nossas pesquisas, a maior quantidade de animais positivos foi para Entamoeba

spp., ou seja, uma frequéncia de 38% e os locais com maior deteccdo foram
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propriedades classificadas como FAMILIAR e JOCKEY, que séo propriedades com
alta aglomeracdo de animais e humanos e baixa infraestrutura para captacao de
agua e saneamento basico; desta maneira, podemos utilizar estes dados como
referéncia para deteccdo de possivel contaminacao ambiental e areas com potencial
para surtos de amebiase.

Com relacao ao risco relativo de se contrair Entamoeba spp., verificou-se que
a propriedade FAMILIAR revela estatisticamente chance cinco vezes maior de
apresentar animais infectados do que a propriedade HARAS e que a propriedade
JOCKEY tem trés vezes mais chance dos animais apresentarem os protozoarios nas
fezes do que a propriedade HARAS. Embora estatisticamente fosse observado que
a propriedade HARAS possui um fator de protecao para as infecgbes que pode ser
pela dispersdo dos cistos e menor promiscuidade entre animais, n0s concordamos
mais com Veronesi (1997), que cita que a alta prevaléncia de deteccdo de oocistos
ocorre em regides onde o saneamento basico € inadequado e o abastecimento de
agua é precario como ocorre nas propriedades FAMILIAR e JOCKEY. Além disso
estas se situam dentro do perimetro urbano, com alta densidade populacional e sem
planejamento de infraestrutura referente a esgotamento e captacédo de agua. Desta
forma, nossa hipétese € de que possa estar havendo contaminacdo fossa-poco
através do lencol freatico e assim, veiculacdo hidrica desses microrganismos.
Importante realcar os estudos de Baldursson e Karanis (2011) onde enfatizaram que
a relevancia das infec¢cdes em animais ndo esta somente limitada ao impacto na
saude ou na producdo, mas pode ser considerada como uma referéncia para a
saude publica, uma vez que estes sdo considerados como fonte de transmisséo,
infectando pessoas pelo contato direto ou pela contaminacdo de fontes de agua.
Concordamos com esta linha de pensamento, uma vez que corrobora com nossa
hipétese de que o0s equinos participam da cadeia de transmissdo de parasitas
entéricos, principalmente pelo volume de fezes liberadas no ambiente e excrecéo
perto de fontes de captacao de agua.

Portanto, informacdes sobre a ocorréncia de patégenos de veiculacéo hidrica
em animais, principalmente, equinos, que embora de grande porte sao
caracterizados como de companhia ou de lazer, estando 0s mesmos intimamente
relacionados ao homem, podem auxiliar na gestdo de tratamento de aguas pelos

municipios como citado por Bakir et al., (2003). Desta forma, nossos resultados
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contribuem de forma significativa como marcadores de qualidade da &gua utilizada

pela populacao das regides do estudo.

8. CONCLUSAO

Levando em consideracao os resultados obtidos nas condi¢cdes em que foram
realizados o0s experimentos desta dissertagdo, podemos concluir que:
Provavelmente os equinos da regidao de Campos dos Goytacazes — RJ fazem parte

da cadeia epidemiolégica de patdgenos entéricos de possivel potencial zoonético.
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