MINISTERIO DA SAUDE
FUNDAGAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado em Programa de Pds-Graduacgao de Biologia Parasitaria

FREQUENCIA, FACTORES ASSOCIADOS E CARACTERIZAGAO MOLECULAR
DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. EM CRIANCAS ATENDIDAS NA CIDADE DE
MAPUTO NO AMBITO DA VIGILANCIA NACIONAL DE DIARREIAS AGUDAS

Herminio Fernando Humberto Cossa

Maputo
Julho de 2017



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢dao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de P6s-Graduagao em Biologia Parasitaria

HERMINIO FERNANDO HUMBERTO COSSA

FREQUENCIA, FACTORES ASSOCIADOS E CARACTERIZAGAO MOLECULAR
DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. EM CRIANCAS ATENDIDAS NA CIDADE DE
MAPUTO NO AMBITO DA VIGILANCIA NACIONAL DE DIARREIAS AGUDAS

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Oswaldo Cruz como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Biologia

Parasitaria

Orientadores: Prof. Dra. Nilsa Olivia Razao de Deus
Prof. Dra. Alda Maria da Cruz

MAPUTO
Julho de 2017

il



Cossa, Herminio Fernando Humberto .

Frequéncia, factores associados e caracterizacdo molecular de
Cryptosporidium spp. em criangas atendidas na cidade de Maputo no ambito
da Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas / Herminio Fernando Humberto
Cossa. - Maputo, 2017.

xvi, 72 £.; il.

Dissertacdo (Mestrado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pds-Graduagdo em
Biologia Parasitéria, 2017.

Orientadora: Nilsa Olivia Razdo de Deus.
Co-orientadora: Alda Maria da Cruz.

Bibliografia: Inclui Bibliografias.

1. Cryptosporidium hominis. 2. PCR-RFLP. 3. Criancgas. 4. Diarreia aguda.
5. Maputo. I. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragdo Automética de Ficha Catalogréfica da Biblioteca de Manguinhos/ICICT com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢dao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de P6s-Graduagao em Biologia Parasitaria

AUTOR: Herminio Fernando Humberto Cossa

FREQUENCIA, FACTORES ASSOCIADOS E CARACTERIZAGAO MOLECULAR
DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. EM CRIANCAS ATENDIDAS NA CIDADE DE
MAPUTO NO AMBITO DA VIGILANCIA NACIONAL DE DIARREIAS AGUDAS

ORIENTADOR (ES): Prof. Dra. Nilsa Olivia Razao de Deus
Prof. Dr. Alda Maria da Cruz

Aprovada em 12/Julho/2017
EXAMINADORES:

Prof. Dr. Manoel Barral Neto - Presidente (Fundagdao Oswaldo Cruz, Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, Bahia)

Prof. Dra. Tacilta Nhampossa - Vogal (Centro de Investigacdo em Saude de
Manhica)

Prof. Dr. Emilio Valverde - Vogal (Universidade Eduardo Mondlane, Maputo)
Prof. Dra. Rosely Zancopé de Oliveira - Suplente (Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, FIOCRUZ/RJ)

Maputo, 12 de Julho de 2017

il



Dedicatoéria
Dedico este trabalho a minha amada e atenciosa esposa Marcela Samuel
Chibicane pelos momentos de auséncia. Em memdéria a minha mé&e Percina
Amadeu Matsimbe e aos meus melhores amigos, formadores e pais Humberto José

Fernando Manuel Cossa e Felizarda Alfredo Chauque.

v



AGRADECIMENTOS

Os meus agradecimentos sao dirigidos:

A Deus, que me proporcionou, durante o arduo trabalho de campo, e ainda
continua me proporcionando, vida, saude e energia necessaria para seguir em
frente e realizar os meus sonhos.

As minhas orientadoras Dra. Nilsa de Deus e Alda Maria Da-Cruz e co-
orientadoras, Dra. ldalécia Cossa Moiane e Maria Fantinatti, eterna gratidao,
admiracdo e respeito por tudo que me ensinaram, e cujo apoio e palavras de
incentivo, me ajudaram a manter forte o espirito de trabalho, pesquisa e dedicacgao.
Que a Graga de Deus esteja sempre com elas.

A todos os técnicos e funcionarios do Laboratério de Parasitologia molecular,
sector de parasitologia Intestinal e Vesical e Laboratorio de Biologia Molecular,
ambos no Instituto Nacional de Saude pelo apoio material, pelas orientagoes,
incentivo moral em cada etapa da minha formacéao e incontestavel contribuicdo para
o desenvolvimento deste trabalho.

Ao grupo do Macroprojecto de Doengas Gastrointestinais, em especial a
equipe da Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas (ViNaDiA) em Criangas que
contribuiram incondicionalmente e com abnegacdo para a minha formagao e
concretizacdo deste trabalho.

A todos os técnicos e funcionarios do Laboratério de Analises Clinicas do
Hospital Militar de Maputo, em especial ao dr. Carlos Tirroso (responsavel pela
seccao de parasitologia), dr. Andarusse Sumail, dr Nelson Vilanculos, pelo apoio
incondicional durante este trabalho.

A todos os técnicos e funcionarios do Hospital Geral de Mavalane (HGM) e
Hospital Geral José Macamo (HGJM), particularmente o Servigo de Pediatria e em
especial enfermeira Aunésia Manunele, dra. Judite Saliéncia, dra. Virginia, dra.
Maria, enfermeira Mércia e enfermeira Elsa (todas do HGM) e a dra Olga Madede,
Dra. Safrina, dra Elsa, enfermeiras Marcela Malate, Dina, Celeste e Dalia (todas do
HGM) pelo apoio material, moral e incentivo em cada etapa da minha formacao e
em especial durante a realizacao deste trabalho.

A todos os técnicos, funcionarios, pesquisadores e estudantes do Laboratério
Interdisciplinar de Pesquisas Meédicas/Instituto Osvaldo Cruz (LIPMED)/IOC-
FIOCRUZ, Rio de Janeiro; em especial ao grupo de parasitoses intestinais (Luiz,
Tiara, Filipe, Maria, Alda); ao Clébio, Raquel, Tainah, Andrea, Mariangela, e os



demais que nao foram aqui mencionados, pelos momentos de aprendizado, apoio
incondicional, incentivo, ajudando-me a superar todas dificuldades durante a minha
pesquisa.

Agradego a todos meus colegas da quarta (4%) turma de Mestrado em
Ciéncias de Saude, obrigado pelo companheirismo, pela colaboragédo e cooperagao
ao longo da formacéo.

Ao meu pai, Humberto Cossa, minha mae, Felizarda Chauque e minha
esposa, Marcela Chibicane, pelo apoio material e moral, incentivo e mais
importante, a compreensao dos meus momentos de auséncia em cada etapa da
minha formacgao, incansaveis e sempre presentes nos momentos mais importantes
e dificeis, aconselhando-me e minimizando as dificuldades.

Aos meus irmaos, Humberto Jr, Manuel, Helena e Joaquim; meus primos,
Santos, Daniel, Claudio, Nicolau, Ligia, Humberto, Hélder, e outros que aqui nao
mencionei, obrigado pela motivacdo e apoio que sempre me proporcionaram em
todos os momentos da nossa convivéncia; pelo apoio moral e incentivo; pelo
acompanhamento de todos passos durante a minha formacgao, pelos conselhos
sinceros e apoio incondicional sobre a minha saude.

Finalmente, gostaria de agradecer a todos, que de forma directa ou indirecta
contribuiram para a realizagdo deste grande sonho que € a minha formagao, em

especial a realizacao deste trabalho.

Vi



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundac¢dao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

FREQUENCIA, FACTORES ASSOCIADOS E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE
CRYPTOSPORIDIUM SPP. EM CRIANGAS ATENDIDAS NA CIDADE DE MAPUTO NO AMBITO
DA VIGILANCIA NACIONAL DE DIARREIAS AGUDAS

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Herminio Fernando Humberto Cossa

Cryptosporidium € uma das causas mais importantes de diarreia em menores
de 2 anos de idade, porém, pouco se sabe sobre a caracterizacdo molecular de
espécies de Cryptosporidium em Mogambique. Este estudo objectivou determinar a
frequéncia, os factores associados e de espécies/gendtipos de Cryptosporidium em
criangas admitidas em dois hospitais publicos de Maputo, Mogambique no ambito da
Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas. Foram estudados 319 pacientes de 0 a 60
meses de idade, admitidos por diarreia aguda, entre Abril de 2015 a Fevereiro de
2016 no Hospital Geral de Mavalane e José Macamo, em Maputo. As caracteristicas
clinico-epidemiolégicas foram aferidas por questionario estruturado e as amostras
fecais foram examinadas quanto a presenga de oocistos de espécies de
Cryptosporidium usando a técnica de coloracao de Ziehl-Neelsen modificada. O
ADN foi isolado de 192 amostras e analisadas usando técnica da Reacgdo em
Cadeia de Polimerase (RCP) e “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP)
baseado no gene 18S ARN ribossomal (SSU rRNA) de Cryptosporidium. Ao todo,
57.7% (184/319) criangas eram do sexo masculino e a mediana da idade (Intervalo
InterQuiartil, 11Q) foi de 11.0 (7 a 15) meses. A frequéncia de deteccao de odcitos de
Cryptosporidium spp. por microscopia directa foi de 10.9% (35/319). A faixa etaria, a
falta de educacao formal do cuidador e a dieta da crianca a base de leite artificial
constituiram significantes factores de risco para aquisicdo da infeccdo. O ADN de
Cryptosporidium spp. foi detectado em 35.4% (68/192) por PCR convencional e

destas, a infecgao por C. hominis (93.1%, 27/29) foi a mais comum, seguida por C.

vii



parvum gendtipo bovino (3.45%, 1/29) e uma infeccdo mista com C. hominis e C.
parvum genotipo bovino (3.45%, 1/29). Estes resultados sugerem que C. hominis é
a maior causa da cryptosporidose em Maputo e mostram implicagbes importantes
na saude publica porque revela que acbdes de educagdo em saude, melhoria das
condigdes sanitarias e nutricionais podem reduzir de forma significativa a

criptosporidose em Maputo.

Palavras-chaves: Cryptosporidium hominis, C. parvum, Criangas, Diarreia aguda,
PCR-RFLP, Maputo.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITIC BIOLOGY
Herminio Fernando Humberto Cossa

Cryptosporidium is one of the most important causes of diarrhea in children

less than 2 years of age, but little is known about the molecular characterization of
Cryptosporidium species in Mozambique. This study aimed to determine the
frequency, associated factors and Cryptosporidium species in children admitted to
two public hospitals in Maputo, Mozambique under the National Surveillance of
Acute Diarrhea. We studied 319 patients 0-60 months old, admitted for acute
diarrhea between April 2015 and February 2016 in Hospital Geral de Mavalane and
José Macamo, in Maputo. Clinical and epidemiological characteristics were
accessed using a structured questionnaire and stool samples were examined for the
presence of Cryptosporidium spp. oocysts using Modified Ziehl-Neelsen staining
technique. DNA was isolated from 192 samples and analyzed using Polymerase
Chain Reaction (PCR) and Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
based on the Cryptosporidium 18S ribosomal RNA gene. Overall, 57.7% (184/319)
were males and the median of age (InterQuartil Range, IQR) was 11.0 (7-15)
months. Cryptosporidium spp. oocysts were detected in 10.97% (35/319) by direct
microscopy. The caregiver's age range and the lack of formal education and the
child diet based on artificial milk constituted significant risk factors for acquiring the
infection. Cryptosporidium spp. DNA was recovered from 35.4% (68/192) by
conventional PCR and C. hominis infection (93.1%, 27/29) was the most common,
followed by C. parvum bovine genotype (3.4% 1/29) and a mixed infection with C.
hominis and C. parvum bovine genotype (3.4%, 1/29). These results suggest that C.

hominis is the major cause of cryptosporidiosis in Maputo and show important

X



implications for public health because it reveals that health education actions and
improvements in sanitary and nutritional conditions can significantly reduce
cryptosporidiosis in Maputo.

Keywords: Cryptosporidium hominis, C. parvum, Children, Acute diarrhea,
PCR-RFLP, Maputo.
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1 INTRODUGAO

1.1 Nota introdutéria

A criptosporidose € uma condigédo patolégica causada pela infecgdo por um
parasito protozoario enteropatogénico do género Cryptosporidium, que se apresenta
comumente como sindrome gastro entérico, podendo infectar outros locais tais
como o trato respiratério, principalmente em pacientes imunocomprometidos (1).
Cryptosporidium foi classificado tradicionalmente como pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoasida, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida,
familia Cryptosporidiidae (2). Apods a revisao da classificacdo dos Eucariotas (3,4), o
género Cryptosporidium foi formalmente transferido da subclasse Coccidia, classe
Coccidiomorphea para nova subclasse Cryptogregaria, dentro da classe
Gregarinomorphea, sendo o unico membro da Cryptogregaria (5).

Segundo Ryan et al. (2016), as evidéncias na similaridade entre
Cryptosporidium e Gregarins datam de 1978 e varios estudos mostram que, tal
como Gregarins, espécies de Cryptosporidium tém a habilidade de completar o seu
ciclo de vida na auséncia de uma célula hospedeira (5-7). Estas observagdes
sugerem uma revisao no conceito classico de espécies de Cryptospordium serem
parasitos intracelulares, mas extracitoplasmaticos, obrigatérios (8).

Breve historico sobre a criptosporidose por espécies de Cryptosporidium tem
sido descrito ndo s6 em humanos, como também em varios animais vertebrados
domésticos e selvagens, incluindo diversas espécies de mamiferos, anfibios,
répteis, aves e peixes (C. molnari e C. scophthalmi) (9). Originalmente descrito por
Ernest Edward Tyzzer em 1907 na mucosa gastrica do rato comum (10), foi
considerado como comensal até observar-se a sua associacdo com diarreia em
perus (C. meleagridis) nos anos 50s, em surtos de larga escala em vitelos (C.
parvum) em 1970 (2) e reconhecido como patégeno importante em humanos apos
reportar-se 0 primeiro caso de criptosporidose humana numa crianga

imunocompetente em 1976 (11).

1.2 Mecanismos de transmissao e ciclo de vida do Cryptosporidium spp.
O ciclo de vida e os mecanismos de transmissdo de espécies de
Cryptosporidium s&o discutidos detalhadamente algures (8,12—14) e estao ilustrados

na figura 1 e figura 2.




1.2.1 Mecanismos de transmissao

Porque Cryptosporidium spp. € um parasito de distribuicdo cosmopolita e o
estagio responsavel pela sua transmissao (oocistos) € omnipresente (ubiquo) no
ambiente, a infeccdo pode ser adquirida através de varios mecanismos: contacto
directo com pessoas infectadas (transmissdo pessoa-para-pessoa oOu
antroponatica); contacto com animais (transmissao zoonatica) (figura 1), ingestao de
alimentos e agua contaminados (transmissédo por aguas e alimentos) (figura 2), por
inalacédo de goticulas de expectoragdo contaminadas ou por de fémites (1,9,15-17).

Vaérias caracteristicas biologicas conferem as espécies de Cryptosporidium
uma alta capacidade de transmissibilidade e habilidade de causar surtos de larga
escala: seus odcistos podem sobreviver no ambiente por varios meses; sdo de
tamanho diminuto o que lhes permite serem transportados por longas distancias
pelo do ar; possui uma dose infectante (DI50) i muito baixa (DI50" = 10 a 132
oocistos dependendo da espécie/gendtipo), sdo duros e resistentes a maioria dos

desinfectantes quimicos incluindo o cloro (5,8,18).

C. felis  C. meleagridis C. cani: C. cunculi

@ ®
1

o Mo

C. pestis C. hominis

o

. whiguitem C.murls L. saisand C. scrofarm

- Thompson and Ash, 2015

Figura 1. Mecanismo de transmissdo e disseminacdo de
Cryptosporidium spp. As espécies e gendtipos mais frequentes em
infecgdes humanas séo indicados pelo tamanho da fonte.

1 s . ~ . .,
Dose necessaria para causar uma infec¢do em 50% dos individuos.




1.2.2 Ciclo de vida

As espécies do género Cryptosporidium tém um ciclo de vida monoxénico,
envolvendo estagio sexual e assexual; o estagio infectivo, o odcisto esporulado, é
eliminado através das fezes de um hospedeiro infectado podendo contaminar,
através de varios mecanismos, a agua para o consumo, alimentos e possivelmente
o ar (8). A revisao da literatura revela que este parasito tem sido isolado em uma
vasta gama de espécies hospedeiras e em fontes de agua para o consumo (tratadas
e néo tratadas), corpos de aguas do subsolo e superficiais, aguas residuais nao
tratadas e secundariamente tratadas, estuarios e aguas marinhas assim como solos
superficiais e alimentos frescos (15), como resultante de contaminacédo por fezes
humanas ou de origem animal, principalmente na zona rural (19,20).

Segundo Kosek el al. (2001) (figura 2), uma vez ingerido ou inalado pelo novo
hospedeiro susceptivel, a excistacdo de odcistos de Cryptosporidium ocorre no
intestino delgado, libertando o esporozoito. Segue um desenvolvimento intracelular,
mas extracitoplasmatico, para um estagio de trofozoito o qual prolifera num
processo assexual produzindo varios tipos de merontes. Os merozoitos resultantes
de merontes do tipo | invadem outras células epiteliais adjacentes e desenvolvem-se
em merontes do tipo Il ou completam outro ciclo do meronte do tipo I. Dos merontes
do tipo Il resultam merozoitos que se multiplicam sexualmente para gerar micro e
macrogamontes. O microgamonte fertiliza o0 macrogamonte produzindo os zigotos,
0s quais vao tornar-se em duas populagdes de odcistos: odcitos com parede fina, os
quais sao a fonte de autoinfegcdes e odcistos de parede grossa, 0s quais sao
lancados para o ambiente pelas fezes, garantindo a continuidade de novas

infeccdes (12).

1.3 Epidemiologia

Vaérios autores (21-23) suportam que Cryptosporidium spp. faz parte do
complexo dos parasitos protozoarios que tem importante papel etiolégico de
doencas diarreicas e com distribuicdo mundial, particularmente em paises em
desenvolvimento, onde a criptosporidose ocorre com mais frequéncia em criangas
menores de 5 anos de idade, com frequéncias mais alta em criangas de 6 a 12
meses (24—26).

Cryptosporidium ja foi implicado a varios surtos e casos esporadicos de
gastroenterite aguda em humanos (27-29), incluindo o maior surto transmitido pela




agua ocorrido no verdao de 1993 em Milwaukee, Wisconsin, EUA, no qual foi

estimado terem sido infectados cerca de 403.000 pessoas (30).

. Merozoito \
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(mével, flagelar)
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intestino delgado
(4 sporozoitos/oocisto)

20%
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Oocistos ingeridos com dgua
para o consumo ou
recreacional ou alimentos

Oocistos duros, resistentes ao cloro.
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Ciclo de transmissio
Contacto directo de pessoa-para-pessoa, atrompofilica
agua recreacional ou através de animais /
e o Mg it = .

domésticos Genotipo 2

Oocistos com parede grossa
Acido-alcool resistente
(estagio de diagnostico)

Ciclo de transmissdo zoonética

Figura 2. Ciclo de Vida de Cryptosporidium spp. Adaptado de Kosek et al. (2001).

Uma revisao sistematica da literatura sobre a carga global, novos métodos de
diagnostico, terapéuticos e alvos para vacina de Cryptosporidium, revelou que os
primeiros estudos sugeriram que a prevaléncia de Cryptosporidium em paises
desenvolvidos era de 1.0% em individuos imunocompetentes e 5 a 10% em paises

em vias de desenvolvimento. Porém, com a introducdo de técnicas moleculares (ex.

4



PCR) e imunoenzimaticos, estudos recentes sugerem que os estudos anteriores
subestimaram a frequéncia da infecc¢édo, identificando Cryptosporidium em 15 a 25%
de criangas com diarreia (24).

Em Africa, varios estudos tém sido desenvolvidos para estimar a prevaléncia
da criptosporidose nos varios estratos populacionais. Um estudo de base hospitalar
em Uganda mostrou maior frequéncia de infeccéo por espécies de Cryptosporidium
em criangas diarreicas (25.0%) comparados com criangas sem diarreia (8.5%) (22);
em Quénia, um estudo identificou odécistos de Cryptosporidium em 4.0% das
criangas (31); na Etiopia, encontraram uma prevaléncia de 2.2%; enquanto na
Tanzania e Egipto, a prevaléncia encontrada foi de 10.4% e 19.5% respectivamente
(32,33).

Por causa da sua significancia na saude publica, implicagdes
socioeconémicas e potencial contaminagdo intencional de fontes de agua,
Cryptosporidium spp. foi incluido na “Iniciativa de Doengas Negligenciadas” da
Organizagao Mundial da Saude (34) e ¢ listado pela “Center for Disease Control and
Prevention” (CDC) e pela “National Institutes of Health” (NIH) como um patégeno de

categoria B para a bio defesa (35).

1.4 Ocorréncia de criptosporidose em Mogambique

O primeiro caso relatado de infecao intestinal por Cryptosporidium spp. em
pacientes com VIH/SIDA em Mogambique foi em 1999 por Clavero e colaboradores
que detectaram odcistos de Cryptosporidium em fezes diarreicas dum paciente
adulto admitido no Hospital ElI Carmelo (Chokwe, provincia de Gaza, Mogambique);
0 paciente apresentava um quadro clinico tipico de um individuo imunodeficiente
com multiplas infecgdes (tuberculose pulmonar e malaria) (36).

Oito anos depois, um estudo transversal de base hospitalar em criangas
menores de 5 anos com diarreia, provenientes do sul de Mogambique, detectou
infeccao por espécies de Cryptosporidium em 0.6% de criangas menores de 2 anos
de idade (37). Mais recentemente, foi demonstrada infecgdo por espécies de
Cryptosporidium em 17.8% criangas com diarreia grave a moderada e em 9.4% de
controlo assintomaticos (p <0.001) (38). Adicionalmente, um estudo de vigilancia de
base hospitalar conduzido em Mocambique entre 2013 e 2015 encontrou
Cryptosporidium spp. como 0 unico parasito oportunistico com uma frequéncia de

34.0% em criangas menores de 14 anos (39).




Globalmente, Cryptosporidium spp. esta sendo cada vez mais reconhecido
como um patdégeno importante causando diarreia e desordem nutricional
significativas, com alto impacto na morbidade e mortalidade entre criancas em
paises em desenvolvimento (40,41). Achados do estudo multicéntrico (“Global
Enteric Multicenter Study” - GEMS) sobre a carga e etiologia de doengas diarreicas
na infancia em paises em desenvolvimento, mostraram que espécies de
Cryptosporidium sao, hoje em dia, uma das causas principais de diarreia moderada
a severa, sendo o segundo depois de rotavirus em menores de 2 anos de idade
(21).

1.5 Apresentacao clinica da criptosporidiose

A infeccdo por Cryptosporidium spp. pode resultar numa vasta gama de
manifestagdes clinicas, desde infec¢gdes assintomaticas e auto limitante em adultos
e individuos imunocompetentes as infecgdes mais severas, cronicas e
potencialmente fatais, maioritariamente em criangas menores de 2 anos e individuos
imunodeficientes, como em casos de infeccdo por VIH. Em individuos com
contagens de células T CD4 menores que 200 células/uL, a infeccdo pode atingir
outros o6rgaos (pulmdes, conjuntiva, dutos biliares e pancreaticos), com
manifestagdes caracteristicas.

A diarreia liquida é o sintoma mais frequente e pode ser acompanhada pela
desidratacao, perda de peso, dor abdominal, febre, nauseas e vémitos, variando em
funcdo da espécie responsavel pela infeccao (1,12,42—-46). Resultado de um estudo
transversal de base hospitalar em Kampala, Uganda, mostrou que a criptosporidose
estava associada a duracao da diarreia, a malnutricdo, ao desfecho nao favoravel e
a alta taxa de mortalidade em criangas admitidas com diarreia por Cryptosporidium
(22).

Varios estudos de caso-controlo mostram que a criptosporidose respiratéria
pode ocorrer em criangas imunocompetentes, pois comparando-se com pacientes
controis sofrendo de diarreia por outras causas, os sintomas respiratérios ocorrem
com mais frequéncias entre criangas com diarreia por Cryptosporidium (44,47).

Um estudo de corte em adultos imunocompetentes da cidade de Karachi
(Paquistao) que se apresentavam com diarreia aguda constatou consistentemente,
que a criptosporidose estava associada a alta frequéncia de dejecgdes por dia, dor

abdominal, vémitos, febre, fadiga e desidratacdo (42). Segundo alguns autores,




mesmo quando €& assintomatica, a infeccdo tem sido associada ao fraco
crescimento e pode ter outros efeitos adversos no desenvolvimento da crianga (24).

A malaria é uma doenga endémica em Mogambique e em outras regides do
mundo, principalmente em areas tropicais e subtropicais; os sintomas incluem,
dentre outros, a febre, vémito e diarreia, podendo levar a perda de peso (48-51),
tornando assim um individuo com malaria mais susceptivel a infeccdo por
Cryptosporidium por desnutricdo. Ao nosso conhecimento, ndo existem estudos
publicados sobre a frequéncia de coinfecgdes entre espécies de Cryptosporidium e
espécies de Plasmodium, embora estes sejam parasitos taxonomicamente

relacionados (52).

1.6 Diagnéstico

O diagndstico diferencial da criptosporidose, revisto pela Organizagéo
Internacional das Epizootias (OIE) (2016), inclui outros patégenos envolvidos na
diarreia. Multiplos patdégenos podem estar presentes incluindo outros protozoarios,
aléem de rotavirus, coronavirus, estirpes patogénicas de Escherichia coli e
Salmonela spp.

O diagnéstico da criptosporidose € feito pela demostracdo de odcistos ou
seus antigenos no exame de amostras fecais e os pacientes podem ser solicitados
varias amostras durante varios dias porque a deteccdo de odcistos de
Cryptosporidium pode ser dificil (53). Cryptosporidium pode ainda ser detectado no
fluido intestinal, amostras de tecido obtidos por bidpsia ou em material obtido do
raspado da mucosa (54).

Frequentemente, as amostras fecais sdo examinadas microscopicamente
usando diferentes técnicas tais como a convencional coloragao diferencial de Ziehl-
Neelsen modificado (mais comum), fenol auramina e testes imunoldgicos como o
teste de fluorescéncia directa de anticorpos (TFDA) para detecgédo de antigenos de
Cryptosporidium spp. Outros testes imunoldgicos disponiveis, tanto para deteccao
de antigenos de espécies de Cryptosporidium como anticorpos anti-Cryptosporidum
spp., sao os testes imunocromatograficos e ELISA (da lingua inglesa Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay). Os testes serolégicos ndo sdo apropriados para o
diagndstico mas podem ser usados para vigilancia seroepidemiolégica de exposi¢cao
(2,55-59).




Os meétodos moleculares tais como a reacgao em cadeia de polimerase
(PCR, do acrénimo polymerase chain reaction), baseados em varios marcadores
genéticos (SSU? rRNA, 70 kDa “heat shock protein” (HSP70), “dihydrofolate
reductase” (DHFR), “Actin”, Cryptosporidium “oocyst wall protein” (COWP),
Cryptosporidium “thrombospondin-related adhesive protein-1” (TRAP C1) e
glicoproteina 60 kDa (gp60), sdo cada vez mais utilizados em laboratérios de
diagnostico de referéncia, pois eles podem ser usados para identificar
Cryptosporidium até ao nivel da espécie (2,17,60).

O sequenciamento do gene SSU rRNA é a pratica mais comum, mas o gene
gp60 € o alvo genético comum para a subtipagem em investigagcdes
epidemiologicas de infecgdes por espécies de Cryptosporidium. Por outro lado, ndo
existem técnicas disponiveis e reproduziveis de cultura in vitro para amplificar o
numero de parasitos antes da sua identificagcao (2).

Testes para Cryptosporidium nao séo rotineiramente feitos na maioria dos
laboratorios; assim sendo, os médicos devem requisitar a testagem especifica para

este parasito.

1.7 Tratamento e profilaxia

O tratamento da criptosporidiose € essencialmente sintomatico e visa aliviar
os efeitos da diarreia e desidratagdao. Em individuos imunocompetentes geralmente
ocorre cura espontanea (54).

A diarreia pode ser gerida pela toma de muita agua ou liquidos (reposigao de
fluidos e electrolitos) para prevenir a desidratagdo. Pessoas com saude precaria ou
que tem o seu sistema imunolégico enfraquecido estdo em maior risco para uma
doencga mais severa e prolongada. Criangas menores e mulheres gravidas podem
ser mais susceptiveis a desidratacdo resultante da diarreia e devem beber muita
agua ou liquidos quando doentes. A rapida perda de fluidos por diarreia pode ser
potencialmente fatal, especialmente para bebes (54,61).

Medicamentos antidiarréicos podem ajudar a diminuir a diarreia, mas os
médicos devem ser consultados antes de tais medicamentos serem
tomados/administrados. Nitazoxanide foi aprovado pela “Food and Drug

Administration’ (FDA) para o tratamento da diarreia causada por Cryptosporidium

*SSU - da lingua inglesa Small Subunit




em pessoas imunocompetentes e encontra-se disponivel com prescricdo médica.
Contudo, a eficacia de nitazoxanide em individuos imunossuprimidos nao é clara
(52,54,61,62).

Para pessoas com o Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), a
terapia anti-retroviral que melhora o estado imunologico também ira diminuir ou
eliminar os sintomas da criptosporidose. Contudo, mesmo que os sintomas
desaparecam, a criptosporidose muitas vezes ndo € curavel e os sintomas podem
reaparecer se o estado imunologico piorar (62,63).

Segundo Striepen (2013) e Ali et al. (2014) estudos clinicos em Egipto e
Paquistdo demostraram que apenas criangas e adultos saudaveis sofrendo de
diarreia causada por Cryptosporidium tem duas vezes mais a probabilidade de
recuperacao dentro de uma semana quando sdo administradas nitazoxanide, mas
individuos mais vulneraveis a doenca € potencialmente fatal e precisam de algum
tratamento mais potente (42,52). Em Zambia, um estudo mostrou que os sintomas
desapareceram em pouco menos de 25% de criancas malnutridas depois do
tratamento com nitazoxanide. Por outro lado, a droga parece nao ter nenhum efeito
em criangas ou adultos cujo sistema imune estdo suprimidos, principalmente pela
infeccao por VIH (52).

Nao existe uma droga ou vacina efectiva para Cryptosporidium (61), por isso,
a profilaxia e o controle da doenca sao feitos pela adogdo de medidas que previnam
ou evitem a contaminagdo do meio ambiente, agua e alimentos com odcistos do
parasito e o contato de pessoas suscetiveis com fontes de infeccéo (54).

O risco de infeccao por Cryptosporidium pode ser reduzido evitando beber
agua de piscinas publicas e outros corpos de agua recreacional, evitando entrar em
contacto com animais domésticos e com pessoas que se sabe estarem infectadas
por Cryptosporidium; adicionalmente, devem ser utilizadas fossas ou privadas, com

protecéo dos reservatérios de agua para evitar a contaminagao com fezes (54,62).

1.8 Factores de risco

A maior carga das doencgas diarreicas decorrentes de infeccbes parasitarias,
incluindo infecgbes por espécies de Cryptosporidium, ocorre nos paises em
desenvolvimento os quais possuem mais de 90% da carga das doengas associadas
a agua, mas condigdes sanitarias e higiene; a carga € 240 vezes mais altas quando

comparadas com regides desenvolvidas (18,25,41,64); estimando-se que,




anualmente, cerca de 9.2% de mais de 7 milhdes de criangas morrem antes dos 5
anos de idade por diarreia a nivel mundial dos quais quase metade ocorre na Africa
(65,66); sendo 16% das mortes ocorrendo na Africa subsaariana (67); onde as
condigdes sanitarias sao deploraveis, a maior parte a populagdo consome agua nao
tratada, ha intenso contacto animal (68), maior taxa de deficiéncias nutricionais
principalmente na infancia e alta taxa de prevaléncia de VIH (46,69).

Um estudo feito no sul de Mogambique estimou que cerca de 16% das
criangas seriam infectados por VIH apds o parto devido a alta incidéncia da infecgao
por VIH na mulher (3.20% mulheres-ano) (70) o que conduz a mais agravo das
doencas diarreicas principalmente quando associadas a agentes enteropatogénicos
(71) e contagem de células T CD4 abaixo de 200 células/uL por falta de tratamento
anti-retroviral (72,73).

A revisdao da literatura revela que varios estudos tém demostrado a
associagao entre a criptosporidose com o consumo de agua proveniente de fontes
susceptiveis de contaminagdo com material fecal, tanto de origem humana como
animal e que o controlo da contaminagdo das aguas superficiais € tido como a
primeira medida para reduzir a ocorréncia de transmissdao da criptosporidose
através da agua (8,29). Adicionalmente, as taxas de infeccées e as chances de
surgimento de surtos sédo reduzidos com o tratamento da agua, especialmente por
fervura e filtragdo (8,12). Segundo Ryan e colaboradores, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) categorizou Cryptosporidium como patdégeno de referéncia para a
qualidade de agua para o consumo humano (5).

Outros factores que tém sido associados com a transmissdo da
criptosporidose sao: a disponibilidade e ou uso de sanitarios melhorados (74);
disponibilidade de alimentos, dieta principalmente em criangas menores de 2 anos,
pobreza, o numero de individuos no agregado familiar e o rendimento do agregado
familiar (22,55,75), presenca e contacto com animais domésticos no domicilio
(14,76-78) e a educacédo formal do individuo ou dos cuidadores legais de menores
(22,68).

1.9 Espécies de importancia médica
Embora mais de 20 espécies deste parasito coccidiano tenham sido descritas
em varios hospedeiros animais incluindo o homem (79), com base nos hospedeiros

animais de onde foram isolados, a especificidade do hospedeiro como critério para
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definicdo de espécies parece ser fragil, pois algumas dessas ditas espécies nao
possuem tal especificidade. A definicdo de espécies e a identificagdo deste género
esta em constante mudanca, resultante da adicdo de novas espécies descritas com
base primariamente em critérios moleculares (2).

Mark Laxer (29) foi o primeiro, em 1991, a usar a técnica da PCR para a
deteccdo de odcistos de Cryptosporidium e, embora a intengdo n&o tenha sido a
taxonomia, assinalou o inicio de uma nova era para o entendimento da taxonomia
deste género.

As espécies e gendtipos que predominantemente tém infectado os humanos
tém sido identificados e revistos, os quais incluem C. hominis (anteriormente
denominado C. parvum gendétipo Humano, H ou Tipo 1) encontrado primariamente
em humanos, C. parvum genotipo Bovino (gendtipo C ou Tipo 2), C. meleagridis e
C. felis (23,79,80).

Pelo menos oito das espécies validas de Cryptosporidium (C. hominis, C.
parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis, C. muris e C. andersoni) e sete de
mais de 40 gendtipos descritos (C. hominis monkey genotype, C. parvum genétipo
mouse e o C. cervine (W4), chipmunk genotype | (W17), skunk, horse e gendtipo
rabbit) tém sido detectados em humanos (2,81). As espécies consideradas
patogénicas para humanos incluem C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis,
C. canis e Cryptosporidium genotipo rabbit, sendo a maioria das infecgdes causadas
por C. parvum e C. hominis, cuja frequéncia varia geograficamente. As infecgdes
por espécies incomuns e gendtipos ocorrem em ambas populagbes
imunocompetentes e imunocomprometidos (9,17,60,81,82).

No continente Africano, em geral, e em especial a regido da Africa
subsaariana incluindo Mogambique, Africa do Sul e Tanzania e no sul da Asia, as
espécies e genotipos predominantemente detectados séo C. hominis e C. parvum; a
ultima abrange subtipos antropondticos e zoondticos (18,25,26,32,33,75,83,84).

Dada a importdncia deste complexo de parasitos protozoarios
(Cryptosporidium) na saude publica, viu-se a necessidade de realizar-se este estudo
com o objectivo de trazer informagdes sobre a frequéncia, distribuicdo, potenciais
factores de risco, co-morbidades, manifestacdes clinicas associadas a infecgao e a
caracterizagdo molecular de espécies de Cryptosporidium em criangas menores de
5 anos de idade hospitalizadas por diarreia aguda no municipio e cidade de Maputo,
Mocambique.
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2 JUSTIFICATIVA

Cryptosporidium € o segundo agente etioldgico atribuido a doencgas diarreicas
e a morte na infancia, incluido na “Iniciativa de Doengas Negligenciadas” da
Organizagdo Mundial da Saude, e listado pela “Center for Disease Control and
Prevention” (CDC) e pela “National Institutes of Health” (NIH) como um patégeno de
categoria B para a bio defesa. Sabe-se que Cryptosporidium constitui um complexo
de parasitos protozoarios cuja gravidade da infecgdo varia ndo s6 com factores
inerentes ao hospedeiro humano como também com a espécie ou genotipo em
causa.

Assim, tornou-se necessario conhecer o perfil clinico-epidemiolégico de
criangas admitidas por diarreia aguda e infectadas por este parasito, com recurso a
técnicas classicas para o diagnéstico da infecgdo (microscopia) e moleculares
(PCR-RFLP) com base no gene SSU rRNA para identificar as espécies e genodtipos
de Cryptosporidium circulantes para clarificar sobre qual populagao esta infetada por
qual espécie ou grupo genético de forma a identificar os mecanismos de
transmissao para auxiliar na concepgéao de estratégias e implementagdo de métodos
de prevencgao grupo-especificos mais adequados.

Por outro lado, acreditamos que os achados deste estudo poderao contribuir
de forma significativa na taxonomia do género Cryptosporidium, pois este tema

continua sendo um desafio sério para os bidlogos e epidemiologistas moleculares.
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3 OBJECTIVOS

3.1 Objectivo Geral
» Determinar a frequéncia, os factores associados e caracterizar
molecularmente espécies de Cryptosporidium em criangas admitidas em dois
hospitais publicos na cidade de Maputo: José Macamo e Mavalane no ambito

do projeto Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas em Criancgas.

3.2 Objectivos especificos

» Determinar a frequéncia e distribuicdo da infeccdo por espécies de
Cryptosporidium;

» Determinar os potenciais factores de risco associados as infecgbes por
espécies de Cryptosporidium;

» ldentificar as manifestagdes clinicas e co-morbidades associadas a infeccao
por espéecies de Cryptosporidium,;

» Detectar e fazer a caracterizacdo molecular para identificar as espécies e

gendtipos de Cryptosporidium.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Este € um sub-estudo do projecto “Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas
em Criancas (ViNaDiA)” (85), um sistema de vigilancia de base hospitalar para as
Gastroenterites Agudas (GEAs), aprovado pelo Comité Nacional de Bioética para a
Saude (CNBS N° 348/CNBS/13) e teve a sua autorizagdo administrativa dos
hospitais sentinelas (Hospital Geral de Mavalane e Hospital Geral José Macamo). O
consentimento informado e escrito foi obtido dos pais ou cuidadores legais de todas
as criangas arroladas neste estudo antes do questionario e colheita das amostras.
Apenas criangas cujos cuidadores legais que concordaram e assinaram o0
consentimento informado foram incluidas neste estudo e todos procedimentos foram

feitos na presenga dos cuidadores legais.

4.2 Area de estudo

O presente trabalho foi desenvolvido em dois hospitais publicos (Hospital
Geral de Mavalane e Hospital Geral José Macamo), ambos de nivel secundario
localizados na cidade de Maputo, Mocambique. Estes hospitais foram definidos
como hospitais sentinelas pelo “projecto mae” (ViNaDiA) porque possuem
ambulatério de pediatria geral, um servigo de internamento, atendem principalmente
criangas residentes nos bairros adjacentes e alguns distritos; possuem também um
sistema de recolha e armazenamento de fezes de forma adequada e em tempo

habil até que o teste seja realizado.
4.2.1 Hospital Geral José Macamo
4.2.1.1 Localizagao e area de saude

Segundo o Nucleo de Estatistica e Planificagao (NEP) do Hospital Geral José
Macamo (HJGM), entdo Hospital de Sado José de Lhanguene, o HGJM é uma
unidade sanitaria de nivel secundario; que desempenha funcdes de nivel superior
(terciario). Localiza-se na Av. Organizagdo da Unidade Africana (OUA) N° 1033,
distrito municipal Ka-Nhlawankulo, bairro da Malanga, cidade de Maputo
(25°56’53.5”S e 32°32’38.6"E).

E uma unidade sanitaria de referéncia para nove (9) Centros de Saude, dos
quais 3 (trés) centros de nivel “A” e 6 (Seis) de nivel “B” distribuidos em 24 bairros

correspondentes a quatro zonas sanitarias. O hospital presta assisténcia aos
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centros de saude José Macamo (anexo ao HGJM), Bagamoyo, Zimpeto, Catembe,
Magoanine, Magoanine Tendas, Inhagoia, Incassane, Mutsécua e Centro Saude
Chamissava. Gracas a sua localizagdo, também assiste pacientes provenientes de
unidades sanitarias da provincia de Maputo (NEP/HGJM).

A area de Saltde do HGJM é de cerca de 52 Km?. Esta area ¢é limitada pela
Provincia de Maputo no extremo Norte, através da localidade de Michafutene e
distrito de Marracuene. A Sul é limitada pela Baia de Maputo e Distrito de Matutuine
- Bela Vista, a Este pelos bairros de Chamanculo, Xipamanine, Aeroporto,

Mavalane, Albazine e Mahotas; por ultimo, a Oeste pelo Vale do Infulene (figura 3).
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Figura 3. Mapa da Area de Saude do Hospital Geral José Macamo
(NEP/HGJM)

4.2.1.2 Caracterizagao das actividades

No ano de 2016 o hospital cobriu uma populagcdo estimada de 446.125
habitantes. Tem uma capacidade de internamento de 369 camas, distribuidas pelas
seguintes enfermarias: Medicina — 70, Neonatologia 48, Cirurgia — 70, Ginecologia —
24, Maternidade — 68, Banco de Socorros - 34 e Pediatria — 55 e nos ultimos 3 anos
(2014, 2015 e 2016), o servigo de pediatria internou em média 2995 criangas, tendo

sido a diarreia a 32 causa especifica de internamento depois da malaria e

pneumonia (NEP/HGJM).
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4.2.2 Hospital Geral de Mavalane

4.2.2.1 Localizagao e area de saude

Segundo o Nucleo de Estatistica e Planificacdo (NEP) do Hospital Geral de
Mavalane (HGM), esta € uma unidade sanitaria de nivel secundario; localiza-se na
Av. Das F.P.L.M, na cidade de Maputo (25°55'49.4"S e 32°35'09.8"E), ocupando
uma area aproximada de 100314.22 m? (figura 4).

Ao todo, 14 unidades sanitarias fazem parte da rede sanitaria de Mavalane
nomeadamente: Centro de Saude de Mavalane, 1 de Junho, Malhangalene, 1° de
Maio, Polana Cimento, Polana Canigo, Albasine, Romao, Hulene, Pescadores,
Chiango, Inhaca, Inguane e Muchina.

A area de Saude do HGM tem uma superficie de 168.4 Km?. Esta area é
limitada pelo distrito de Marracuene no extremo Norte; a Sul é limitada pela Baia de
Maputo e distrito municipal de KaMfumo, a Este pela Baia de Maputo e por ultimo, a
Oeste pelo Distrito Municipal Nhlamankulo e Kambucuane. E responsavel pelos
Distritos Urbanos KaMfumo, KaMaxakeni, KaMavota e KaNyaka com cerca de
11.580 Habitante por Unidade Sanitaria.
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Figura 4. Mapa da Area de Saude do
Hospital Geral de Mavalane (NEP/HGM)
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4.2.2.2 Caracterizagao das actividades

No ano de 2016 o hospital cobriu uma populacdo estimada de 638.505
habitantes. Tem uma capacidade de internamento de 260 camas, distribuidas pelas
seguintes enfermarias: Medicina — 73, Neonatologia - 8, Cirurgia — 10, Ginecologia e

Obstetricia — 66, Banco de Socorros — 35 e Pediatria — 68.

4.3 Populagao de estudo e tamanho amostral

Este estudo foi conduzido usando amostras fecais e informagdes clinicas e
epidemioldgicas de criangas dos 0 a 60 meses recrutados no ambito da Vigilancia
Nacional de Diarreias Agudas em Criancgas entre Abril de 2015 a Fevereiro de 2016
em Maputo, Mogambique.

Todos casos incluidos foram criangas com idade compreendida entre 0 a 5
anos admitidas com um quadro de sindrome diarreico com duragao de 14 dias ou
menos, em dois hospitais publicos (Hospital Geral de Mavalane e José Macamo)
definidos como hospitais sentinela na cidade de Maputo.

No presente estudo incluiu-se todos casos elegiveis e consecutivos durante o
periodo de estudo. O tamanho de amostra minimo calculado foi de 225 amostras;
para o qual foi usada a formula para a determinagcao do tamanho da amostra para
estudo de prevaléncia como € habitual noutros estudos transversais, onde foi
assumido o intervalo de confianga (IC) de 95%, uma frequéncia esperada de 17.7%
do agente etiolégico de interesse neste estudo (Cryptosporidium spp.) segundo

resultados dados anteriormente publicados (38) e um valor de precisao de 0.05.

4.4 Recolha de informacgao

A informacgédo clinica, sociodemografica, epidemiolégica e as medidas
antropométricas das criangcas foram recolhidas por pessoal médico devidamente
qualificado. Para tal, foi usado um questionario estruturado, recorreu-se ao processo
clinico e ao cartdo saude da criangca e todas medi¢des foram feitas de acordo com
os procedimentos nacionais.

O questionario incluiu informacdes demograficas sobre a crianga, pais ou
cuidadores legais e as condigbes sanitarias (idade e sexo da crianga e do cuidador
principal, tipo de alimento, fonte de agua), dados epidemiolégicos e de exposigao,

dados clinicos relacionados com a doenga diarreica (vomito, febre, estado de
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hidratagdo, estado serologico em relagdo a infecgao por VIH, malaria e sintomas

respiratorios), incluindo dados antropométricos da crianca.

4.4.1 Aferigoes antropométricas

Os dados antropométricos foram recolhidos de acordo com as
recomendag¢des da Organizacdo Mundial da Saude (“Training Course on Child
Growth Assessment — The WHO Child Growth Standards: Module B: Measuring a
Child’'s Growth”) disponivel em http://www.who.int/childgrowth/training/en/ (86). A

massa corporal (peso) foi estimada usando uma balanga electronica (Seca GMBH &
co., Hamburg, Germany) com capacidade maxima de 150 kg e uma precisdo de 100
g. Todas a criangas foram pesadas com pouca roupa ou roupa muito leve e sem
sapatos.

Para criangas abaixo dos 24 meses ou com uma altura menor que 87 cm
foram medidos os comprimentos na posi¢cao horizontal usando uma fita métrica nao
elastica ou uma prancha de madeira ajustavel (ShorrBoard™, Shorr Productions,
Marviane, USA. Shotley Bridge Place), ambos com uma escala com uma precisao
de 0.1 cm e comprimento maximo de 150 cm. Nos casos em que a criangas tinha
idade acima de 24 meses ou com uma altura igual ou superior a 87 cm as suas
alturas foram medidas de pé usando um altimetro acoplado a uma balanga manual
(AE ADAM, Modelo: MDW-160M) com uma escala de precisao de 0.1 cm e sempre
gue uma crianca com estas caracteristicas ndo pudesse ficar em pé, a sua altura foi
medida na posi¢cao horizontal conforme descrito para criangcas menores de 24
meses.

A idade (em meses completados) foi estimada subtraindo a data da
entrevista/arrolamento e do nascimento (obtido no cartdo de saude ou por
declaragdo do/a guardidao legal) e dividindo o resultado por 30.4375 conforme
recomendado pela Organizacao Mundial da Saude.

4.4.2 Indicadores nutricionais

No presente estudo, foram usados indices antropométricos como indicadores
nutricionais da crianga, em conformidade com as directrizes nacionais para
vigilancias nutricionais e da OMS. Z-scores do peso-para-altura (WLZ), peso-para-
idade (WAZ) e altura-para-idade (HAZ) foram calculados para cada crianga incluida
durante o periodo de estudo, usando o programa WHO Anthro v3.2.2 (disponivel em

http://www.who.int/childgrowth/software/en/) (86).
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As criangas foram categorizadas como tendo um estado nutricional normal
para todos os parametros (WLZ, HAZ e WAZ), com valores de z-scores superiores a
-1SD, ou malnutrigho moderada para casos com valores de z-score inferiores a -
3SD e ndo superiores a -2SD (<-2SD e >-3SD) e malnutricdo severa para valores de
z-scores inferiores ou igual a -3 SD (<3SD), segundo critérios da Organizacao
Mundial da Saude (“Training Course on Child Growth Assessment — The WHO Child
Growth Standards: Module C: Interpreting Growth Indicators”) disponivel em

http://www.who.int/childgrowth/training/en/ (87).

Quanto ao estado nutricional geral foi considerada desnutrida a crianga com
pelo menos dois (2) tipos de desnutricdo com base nos indicadores nutricionais
acima descritos. Para tal, foram seleccionadas apenas criancas com informagao

completa sobre os trés indicadores nutricionais.

4.4.3 Informagoes e definigdes clinicas

A diarreia aguda foi definida como sendo trés ou mais dejec¢des nas ultimas
24 horas, de consisténcia mole ou aquosa e com duragdo nao superior a 14 dias
(38). A crianca foi considerada desidratada quando se apresentava com olhos mais
encovados do que o normal, com perda do turgor para pele, letargica ou com avidez
a agua.

No presente estudo, o nivel académico do cuidador da crianga foi
estratificado em dois grupos: sem educacgao formal (que compreendem aqueles que
nao estudaram ou ndo completaram o ensino primario) ou com alguma educagao
formal (que compreendem aquelas que completaram pelo menos o ensino primario).
A fonte de agua foi categorizada em dois grupos: os que tem a agua canalizada no
patio da casa (domicilio) incluindo dentro da casa e os que usam outras fontes de
agua tais como agua da casa do vizinho, fontenaria publica, furo ou bomba, poco,
fonte natural, agua da chuva, fornecida por vendedores informais, agua
engarrafada, tanques de camides, rios ou lagos.

As condigbes sanitarias da habitagdo incluiram: ter um sistema de fossa
séptica e ter latrina simples tradicional. Para o contacto animal, o tipo de animal foi
categorizado em dois grupos: mamiferos (compreendendo animais como gato, boi,
cabrito, cao, porco) e aves (galinha, pato, pombo).

Toda a informagao relativa as manifestagdes clinicas dos participantes,

incluindo sintomas e co-morbidades, foi recolhida a partir do processo clinico. As
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afeccbes respiratdrias foram definidas como todo caso que apresentasse pelo
menos um disturbios do trato respiratério incluindo tosse, bronquite, infe¢des das
vias respiratorias superiores (IVRS), pneumonia, broncopneumonia (BPN).Todos
casos admitidos foram colhido sangue venoso em tubos com EDTA e solicitados
exames de hemograma completo, teste para despiste de infecgado por espécies de
Plasmodium (Malaria), exames de bioquimica e, sempre que houvesse suspeita, foi
incluida a testagem serolégica para o despiste da infeccdo pelo Virus de
Imunodeficiéncia Humana (VIH), esses exames foram realizados no laboratério local
e o resultado disponivel no processo clinico.

Adicionalmente, todos casos que nao tinham informagdes sobre o estado
serologico em relagdo a infeccdo pelo VIH no processo clinico foram colhidos
sangue capilar e seco em papel de filtro (DBS Kit Collection, Lasec SA) e
posteriormente transportado para o laboratorio de Imunologia e Isolamento Viral do
Instituto Nacional de Saude (Maputo, Mocambique) para o diagndstico usando
técnicas da PCR.

4.5 Recolha, transporte e armazenamento das amostras

Foram colhidas amostras fecais unicas de pelo menos 10 mL directamente
das fraldas das criancas e colocadas em frascos estéreis sem preservantes.
Sempre que o cuidador legal reportasse diarreia liquida, usou-se fralda n&o
absorvente (plastica) para melhor colheita da amostra. A maioria dos casos (>95%)
foi feita a colheita na enfermaria de pediatria que no servico de internamento de
curta duragao (ICD) e preferencialmente no primeiro dia do internamento.

Os frascos foram identificados com um numero de estudo (sequencial para
cada hospital sentinela) e conservadas uma caixa térmica com acumuladores de
gelo (temperatura aproximadamente entre 2 a 8°C) durante o transporte até ao
laboratério de parasitologia molecular, sector de parasitologia intestinal e visceral do
Instituto Nacional de Saude (INS), Maputo — Mogambique, onde foram

temporariamente armazenadas entre 2 a 8°C.

4.6 Processamento laboratorial das amostras

Uma vez no laboratério, as amostras foram separadas em duas aliquotas
para posterior pesquisa de parasitos: a primeira armazenada a -80°C para pesquisa
usando técnicas moleculares e a segunda a -20°C para pesquisa parasitologica por

microscopia directa.
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Os testes laboratoriais foram realizados no laboratério de parasitologia
molecular, sector de parasitologia intestinal e visceral do Instituto Nacional de
Saude, (Maputo-Mogambique), onde foi feita a pesquisa parasitaria através da
microscopia Optica e no LIPMED onde foi feita a deteccdo e caracterizagao
molecular.

Uma aliquota de fezes (aproximadamente 0.5 mL) foi enviada ao Laboratério
Interdisciplinar de Pesquisas Médicas (LIPMED) do Instituto Osvaldo Cruz
(FIOCRUZ/RJ - Brasil) em gelo seco para a detecgéo e caracterizagdo molecular de

oocistos de Cryptosporidium spp.

4.6.1 Pesquisa parasitolégica por microscopia éptica

No laboratério, as amostras foram processadas de acordo com os
Procedimentos Operacionais Padrédo (POPs) previamente estabelecidos para a
visualizagdo microscopica de odcistos das espécies de Cryptosporidium, tendo sido
0 exame de natureza qualitativa.

Para tal, uma aliquota de cada amostra foi processada usando a técnica de
concentragédo por centrifugagcéo formol-éter (método de Ritchie) como previamente
descrito (59); brevemente homogeneizou-se uma porcéo de cerca de 1 a 1,5g de
fezes em 10 mL de formol a 10% num tubo de centrifugagao, filtrou-se através de
duas dobras de gaze directamente para outro tubo de centrifugagcdo de 15 mL,
adicionou-se, sempre que necessario, formol a 10% até perfazer 7 mL ao filtrado e
adicionou-se 3 mL de Eter-dietilico, tapou-se firmemente e agitou-se vigorosamente
por 30 segundos; em seguida centrifugou-se a 2.500 rotagdes por minuto (rpm)

(aproximadamente 500 g) por 5 minutos (figura 5).

Figura 5. Procedimento para o processamento de amostra fecal pela técnica de Ritchie. A)
Homogeneizagéao; B) Filtracdo, C) Centrifugacdo e D) Visualizagdo das quatro camadas. Figuras A, B e
C (Originais, Herminio Cossa) e Figura D (WHO, 1991).
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Decantou-se as trés (3) camadas superiores (Eter-dietilico, detritos
alimentares e gordura e formol). Adicionou-se 1 a 3 gotas de formol a 10% sobre o
sedimento.

Foram preparados dois esfregagos numa Iamina microscépica, um com uma
pequena por¢cdo de amostra fecal fresca e outro com uma a duas gotas do
sedimento resultante do processo de concentragao pelo método de Ritchie (Figura
6); deixou-se secar a temperatura ambiente e foi corada pelo método de Ziehl-
Neelsen modificado para a detecdo microscopica de odcistos de Cryptosporidium
spp. como descrito anteriormente (59); resumidamente, o esfregago foi fixado
durante 5 minutos em metanol a 96%, corado com carbol-fucsina a 1% durante 20
minutos, diferenciado com acido hidroclorico a 3% em etanol (96.0% PA) (acido-
alcool), contra corado com verde malaquita a 1% por 3 minutos, lavou-se com agua

corrente e deixou-se secar ao ar (figura 7).

Figura 6. Preparagéo de esfregagos em laminas microscopicas com amostra fresca (A) e sedimento
resultante da técnica de Ritchie (B). Figuras 5 A (Original, Herminio Cossa) e Figura B (WHO, 1991)

Os esfregacos foram sistematicamente examinados ao microscopio 6ptico de
modo a cobrir toda a extens&o, primeiro com a objectiva de menor ampliagcao (40x)
e confirmada a presenga de Odbcitos de espécies de Cryptosporidium com a
objectiva de 100x. Para controlo de qualidade, todas as preparagdes foram

observadas por dois microscopistas.

Figura 7. Procedimento para a coloragdo de Ziehl-Neelsen modificado. A) Fixagdo com Metanol
absoluto, B) coloragdo com Carbol-Fucsina a 1%, C) diferenciagdo com solugao acido-alcool a 3% e
D) contra-coloragdo com Verde Malaquita a 1%. (Original, Herminio Cossa).
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Os odcistos foram identificados observado as caracteristicas especificas tais
como tamanho (4 — 6 pm), acido-alcool resistentes (cor vermelha a rosa) com
granulos pretos (esporozoitos discerniveis em odcistos maturos) (figura 8) descritos
no Manual de bancada para o diagnéstico de parasitos intestinais, publicado pela

Organizagao Mundial da Saude (88).

Figura 8. Identificagcdo de oocistos de Cryptosporidium spp. através da microscopia oOptica:
coloracdo de Ziehl-Neelsen modificado. Oocistos corados a vermelho claro. Oocistos maturos
com esporozoitos discerniveis (seta amarela). A) Contra coloragdo com verde malaquita; B)
contra coloragdo com azul-de-metileno. Ampliacdo 1000 vezes. Microscopio Optico Composto,
Olympus (original, Herminio Cossa).

4.6.2 Detecgao molecular e genotipagem

4.6.2.1 Escolha do alvo genético e ferramentas de diagnéstico

O presente trabalho foi desenvolvido como um sub-estudo do projecto
“Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas em Criangas” como ja foi referido
anteriormente, no qual o gene alvo escolhido foi SSU rRNA porque este gene
encontra-se bem descrito e é usado por varios autores para caracterizacdo de
espécies de Cryptosporidium pois apresenta multiplas cdpias com regides semi-
conservadas e regides hiper-variaveis que facilitaram o desenho de iniciadores

(primers) especificos para o género. (22,22,23,28,33,81,89-95).
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Adicionalmente, ferramentas tais como a PCR com alvo num fragmento de
aproximadamente 830 pares de base (pb) deste gene e o uso de enzimas de
restricdo Sspl e Vspl/Asel para genotipagem (RFLP) s&o usados com frequéncia,
sendo reportados em mais de 60% de publicagbes (60). Deste modo, optimizamos
protocolos com base nestas ferramentas para caracterizagdo molecular de espécies

de Cryptosporidium em nossas amostras no presente estudo.

4.6.2.2 Extracao e purificagao do ADN

O ADN foi extraido e purificado usando o Kit QlIAamp ADN Stool Mini
(Qiagen, Hilden, Germany) segundo as recomendacdes do fabricante, porém com
as seguintes modifica¢des: a temperatura de lise de odcistos foi aumentada para 95
°C e o ADN foi eluido em 100 yL. O ADN purificado foi armazenado a -20 °C até ao

momento do uso.

4.6.2.3 Amplificacao do gene SSU rRNA

Todas amostras foram submetidas a amplificacdo de toda a extensdo do
gene SSU rRNA através da reacgdao em cadeia de polimerase (PCR) convencional
usando iniciadores 5-AACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTC-3 e 5-
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACG-3’ anteriormente descritos (92). A mistura da
PCR conteve Tampao (-MgClI2) numa concentracéo final de 1x, 5 mM de MgCl,, 200
mM de cada Desoxirribonucleotideo Fosfatado (dNTP’s), 1.0 U de Taqg ADN
polimerase (todos da Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, SP-Brasil), 100 nM
de cada iniciador (Exxtend, SP-Brasil) e 2.5 yL de amostra de ADN num volume
final de 25 pL da reacgao. As condigdes da PCR foram idénticas as previamente
descritas (92,93), excepto que a hibridizagdo dos iniciadores foi a 61°C por 45
segundos e extensao final a 72°C por 7 minutos. Os seguintes parametros da PCR
foram optimizados: concentracdo de MgCl,, de Tag ADN polimerase e temperatura
de anelamento. ADN obtido de cultura de trofozoitos purificados de Giardia lamblia e
agua tipo 1 sem adicdo de ADN foram usados, respectivamente, como controle
negativo e um controle de contaminagdes dos reagentes da PCR (branco da

reacc¢ao) foi incluido em cada reacgao.
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4.6.2.4 Amplificacao de fragmento do gene SSU rRNA para caracterizagao
molecular

Todas amostras positivas para amplificacdo de todo gene SSU rRNA foram
submetidas a nested PCR no qual um segmento de aproximadamente 1325 pares
de bases (pb) do gene SSU rRNA foi amplificado usando iniciadores anteriormente
descritos (5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’ e 5-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-
3’) (23,93).

Resumidamente, a PCR primaria conteve tampdo (-MgCl2) numa
concentragéo final de 1x; 6 mM de MgCl,, 2.5 U de Taqg ADN Polimerase, 200 uM de
cada dNTP (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, SP-Brasil), 500 nM de cada
iniciador (Exxtend, SP-Brasil), € 2 yL de amostra de ADN num volume total de 50 pL
da mistura da reacdo. A amplificagao foi executada num total de 35 ciclos cada um
consistindo em 94°C por 45 segundos de desnaturagdo, 58°C por 45 segundos de
hibridizagdo e 72°C por 1 minuto de alongamento, com uma desnaturagao inicial a
94°C por 3 minutos e uma extensao final a 72°C por 7 minutos.

Foi realizada uma PCR secundaria para amplificagdo de um fragmento de
aproximadamente 826 a 864 pb utilizando 0.5 pL do produto da primeira PCR
diluido na proporcédo de 1:20 ou 1 pL do produto ndo diluido, usando os iniciadores
5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3 e 5'-
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’ (93). A mistura da PCR foi similar a anterior,
exceptuando que a concentracdo de MgCl, foi de 3 mM, 100 nM de cada iniciador e
1.0 U de Taq ADN Polimerase. A amplificacao foi executada num total de 25 ciclos
cada um consistindo em 94°C por 45 segundos de desnaturagdo, 59°C por 30
segundos de hibridizagdo e 72°C por 45 segundos de alongamento, com uma
desnaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos e uma extensdo final a 72°C por 7
minutos.

Todas amplificagdes foram feitas usando o Termociclador Mastercycler®

gradient de 96 pogos (Eppendorf AG, Hamburg-Germany).
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4.6.2.5 Andlise dos padroes dos fragmentos apds digestao enzimatica de ADN
(RFLP)

Para a analise dos fragmentos resultantes da digestdo enzimatica, 20 pyL do
produto da segunda PCR foi digerido num total de 50 yL da mistura da reacgao,
consistindo em 10 U da enzima Sspl (New England BioLabs® inc. Beverly, Mass)
para o diagnéstico da espécie e 10 U de Asel (New England BioLabs® inc. Beverly,
Mass) para a genotipagem de espécies de Cryptosporidium e 5 pL do tampéao da
respectiva enzima de restrigdo a 37°C por 1 hora. A reacgao foi parada a 65°C por

20 minutos conforme as recomendacdes do fabricante.

4.6.2.6 Electroforese

Os fragmentos amplificados e fragmentos digeridos separados através da
eletroforese em gel de agarose (Invitrogen Life Technologies, Aukland, New
Zealand) a 1.5% e 2.0% respectivamente e visualizados num transluminador (Bio-
Rad, Milan ltaly) sob luz Ultravioleta apds e coloracdo com GelRed a 3x (Biotium,

Glowing Products for Science™, Hayward) segundo as instrugdes do fabricante.

4.7 Tratamento de dados e analise estatistica

Todos dados foram introduzidos no programa Microsoft Office Excel 2007
para Windows (Microsoft) e posteriormente exportadas para o programa estatistico
SPSS na sua versdo 19.0 (IBM Company®, USA) e BioEstat v. 5.0 (Belém-Para-
Brasil).

Para descrever a populacéo de estudo, as variaveis categoricas sao descritas
como frequéncias e percentagens e as continuas como medianas com intervalos
interquartis (IQRs) por ndo seguirem uma distribuicdo normal.

O grau de associagao entre a infecgao, os factores de risco e apresentagao
clinica foi determinado calculando a razdo de Odds (Odds Ratio) (OR) e os
respectivos intervalos de confianga (IC) a 95% e um valor de p menor que 0.05
(p<0.05) foi considerado significante.

O teste ndo paramétrico de igualdade das medianas (Wilcoxon Rank-Sum
(Mann-Whitney U) foi usado para comparar as medianas entre os diferentes grupos.
Para determinar a significancia das associagbes na analise univariada das variaveis
categoéricas foi usado teste Qui-quadrado (x%) de Pearson ou o teste Exacto de

Fisher quando a frequéncia esperada numa célula fosse menor que 5. Os valores
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em falta (missing values) foram excluidos das analises, deste modo, os
denominadores de algumas comparacgdes diferem entre si.

Todas analises foram bilaterais e as inferéncias foram feitas a um nivel de
significancia de 0.05 com intervalo de confianca de 95%. Os resultados foram
resumidos em tabelas de frequéncias, graficos de barras e circulares.

A andlise estatistica foi feita com base no resultado do exame microscoépio
directo, pois, embora a microscopia seja menos sensivel e especifico na detec¢ao
de Cryptosporidium spp. em amostras fecais, € o método ouro padrao estabelecido
em Mocgambique, detectando casos com infecgéo activa.

Primeiro foi feita a analise univariada usando a regressao logistica onde
foram incluidas todas variaveis (caracteristicas sociodemograficas da crianga,
incluindo informacgdes do agregado familiar e condi¢des de residéncia, de exposigao
a agua e habitos de higiene; alimentagao, estado nutricional e apresentacéao clinica).

Variaveis como a faixa etaria da crianga, faixa etaria do cuidador da crianca,
educacao formal do cuidador, tipo de sanitarios, alimentacéo, desidratacdo, estado
nutricional e afegdes respiratorias foram incluidas na nossa analise multivariada

Antes da analise multivariada, primeiro nds investigamos se existia uma
alguma associacao entre as variaveis (categoricas) (vide Apéndice A, tabela 10). O
grau de associacado foi quantificado usando Xz de Pearson, pois todas variaveis
eram categoricas.

Com base nas associagdes/interacdes observadas entre as variaveis, cada
variavel foi analisada em modelos multivariados separados tendo em conta o
grupo/conjunto de variaveis a elas associadas (p<0.05) ou com indicio de
associagao (p<0.20) para controlar os factores de confusao (vide Apéndice A, tabela
10). Em todos modelos foi incluido o teste Hosmer and Lemeshow para o
ajustamento dos dados e o modelo foi aceite sempre que o valor de p fosse maior

que 0.05. Todas analises foram feitas apds o procedimento da limpeza de dados.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil do estudo

A figura 9 representa o desenho do estudo. Durante o periodo do estudo

(Abril de 2015 a Fevereiro de 2016) um total de 336 criangcas admitidas por diarreia

Mavalane e José Macamo, —— e Total de casos admitidos por diarreia

. L i e recrutados (n=336)
foram convidadas a participar
do estudo. Destas. 3.3% O “ Criangas maiores de 5 anos (n=9,

' ’ ' 2.7%)
(11/336) eram maiores de 60 : e
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formulario parciaimente '- Nao forneceram amostra (n=4, 1.2%)
preenchido, 1.2% (4/336) ndo
forneceram amostra fecal; N Casos recrutados que forneceram

amostra fecal (n=322, 95.8%)
sendo o restante 95.2% !
(320/336) constituido  por o Ammostra rejeitada por ma :
i E » ~ o 0 i

criancas que forneceram ‘i "~ CONSEIVagao (n=1, 0.31%)

amostra fecal e responderam :

Processados por Microscopia (Z-N)

ao questionario. Destas, uma
9 : (n=321, 99.61%)

amostra (1/320, 0.31%) foi i

descartada devida a i L Amostra insuficiente para
. N . i e PCR-RFLP (n =125, 38.9%)
deterioragao por ma i

conservacao, resultando num )
H Casos com amostra suficiente para

total de 99.6% (319/320) i | PCR-RELP (n= 196, 61.1%)

amostras  submetidas ao R
, . R > ADN naéo purificado
exame MICroscopico e (n =3,1.5 3%)
- oluidos o andlise | | e
i i ADN purificado e PCR feito
istica. D 1.1% : >
estatistica estas, 61.1% : (n= 193, 98.47%)

(195/319) tiveram amostra

suficiente para  testagem Figura 9. Fluxo do estudo mostrando o nimero de criangas
. o, COm diarreia aguda incluidas e o numero de amostras
molecular, dos quais 98.5% isponiveis para deteccdo e caracterizacio molecular. Z-N -

(192/195) ADN foi purificado e Zeh-Neelsen

testado com sucesso.
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5.2 Caracteristicas gerais da populagao de estudo

Ao todo, foram analisadas 319 amostras fecais de pacientes com idade
compreendida entre 0 a 60 meses, dos quais 48.9% (156/319) eram provenientes
do Hospital Geral de Mavalane (HGM) e 51.1% (163/319) do Hospital Geral José
Macamo (HGJM).

5.2.1 Caracteristicas sociodemograficas

A distribuicdo de frequéncias das caracteristicas sociodemograficas das
criangas participantes segundo a proveniéncia (Unidade Sanitaria) esta
representada na tabela 1. Das 319 criangas, 57.7% (184/319) era do sexo
masculino; a mediana da idade (Intervalo InterQuartil - 11Q) foi de 11 meses (7-15)
(vide Apéndice B; tabela 11) dos quais 40.8% (130/319) tinham entre 7 a 12 meses
de idade.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas por unidade sanitaria (Hospital Geral de Mavalane e
José Macamo) de criangas de 0 a 60 meses com diarreia aguda recrutadas no ambito da Vigilancia
Nacional de Diarreias Agudas em Criangas na cidade de Maputo, Mogambique, Abril de 2015 a
Fevereiro de 2016.

Proveniéncia

%1'::?;;::::: ;;oo(t:; HG-Mavalane HG-José Macamo \ézli)r
% (n) % (n)
Género
Feminino 42.3 (135) 42.2 (57) 57.8 (78) 0.04
Masculino 57.7 (184) 53.8 (99) 46.2 (85)
Faixa etaria da crianga
0 - 6 Meses 19.7 (63) 47.6 (30) 52.4 (33)
7 — 12 Meses 40.8 (130) 48.5 (63) 51.5 (67)
13 — 18 Meses 25.4 (81) 49.4 (40) 50.6 (41) 0.87
19 — 24 Meses 9.4 (30) 56.7 (17) 43.3 (13)
25 - 60 Meses 4.7 (15) 40.0 (6.0) 60.0 (9.0)
Faixa etaria do cuidador
< 20 Anos 18.6 (57) 52.6 (30) 47.4 (27)
21 - 26 Anos 35.9 (110) 49.1 (54) 50.9 (56) 0.34
27 - 32 Anos 24.8 (76) 42.1(32) 57.9 (44)
> 33 Anos 20.6 (63) 57.1 (36) 42.9 (27)
Educagéao formal
Sim? 58.2 (185) 42.2 (78) 57.8 (107) 0.01
Nao® 41.8 (133) 57.9 (77) 42.1 (56) |

n — numero de participantes, HG — Hospital Geral, p — valor de p pelo teste Xz de Pearson, Tem no
minimo o nivel secundario ou ensino técnico; ® Nao estudou ou frequentou a escola até ao nivel
primario.

O cuidador principal da crianga tinha idade entre 15 a 66 anos, mediana (l1Q)

25.5 (21-31) anos (vide Apéndice B; tabela 11) e quando categorizado, observou-se
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que 35.9% (110/306) tinham idade compreendida entre 21 a 26 anos. Mais que a
metade dos cuidadores 58.2% (185/318) responderam que tinham alguma formacao

formal no momento do inquérito (tabela 1).

5.2.2 Tipo de agua usada, alimentagao e habitos de higiene ambiental

A maior parte das criangas vivia em familias com agua canalizada no patio da
casa 85.8% (273/318) (p=0.01). Mais que a metade 61.8% (191/309) respondeu
possuir uma casa de banho provida de fossa séptica, sendo os restantes 38.2%
(118/309) com latrinas como forma de despejo dos dejectos; 38.9% (124/319) dos
cuidadores responderam que a crianga teria tido contacto com uma ou mais
espécies de animais domésticos, tendo sido mais frequente 63.7% (79/124)
contacto com mamiferos (tabela 2), incluindo cdo 23.4% (29/124), gato 59.7%
(74/124), porco 3.2% (4/124), cabrito 2.4% (3/124), boi 1.6% (2/124) e coelho 0.8%
(1/124) (vide Apéndice B, tabela 12).

Tabela 2. Caracteristicas sociodemograficas (exposicdo a agua e habitos de higiene) por unidade
sanitaria (HGM e HGJM) de criangas de 0 a 60 meses com diarreia aguda recrutadas no ambito da
Vigilancia Nacional de Diarreias Agudas em Criangas na cidade de Maputo, Mogambique, Abril de
2015 a Fevereiro de 2016.

Proveniéncia

Caracteristicas dos pacientes ;I/'otal HG-Mavalane HG-José Macamo Ve
o (n) dep
n (%) n (%)
Fonte de agua
Canalizada 85.8 (273) 52.0 (142) 48.0 (131) 0.01
Outras Fontes 14.2 (45) 31.1 (14) 68.9 (31)
Alimentacgao
Leite Materno 29.6 (94) 77.7 (73) 22.3 (21)
Leite Artificial 8.8 (28) 28.6 (8) 71.4 (20) 0.00
Outros alimentos 61.6 (196) 38.3 (75) 61.7 (121)
Sanitarios
Com fossa séptica 61.8 (191) 41.9 (80) 58.1 (111) 0.0
Latrina 38.2 (118) 59.3 (70) 40.7 (48) |
Contacto Animal
Nao 61.1 (195) 47.7 (93) 52.3 (102) 0.59
Sim 38.9 (124) 50.8 (63) 49.2 (61)
Tipo de Animal
Mamifero® 63.7 (79) 41.8 (33) 58.2 (46)
Mamifero e Aves 15.3 (19) 63.2 (12) 36.8 (7) 0.03
Aves® 21.0 (26) 69.2 (18) 30.8 (8)

?C4o, gato, porco, cabrito, boi; "Pato, galinha, pombo.
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O aleitamento materno mostrou-se sendo uma pratica menos comum 29.6%
(94/318) quando comparada com criangas que alimentavam-se de outros tipos de
alimentos 61.6% (196/318) na sua dieta.

5.2.3 Apresentacgao clinica

A tabela 3 mostra a distribuigcdo das caracteristicas clinicas das criangas (co-
morbidades e sintomas). Das 151 criangas com informagdo completa para os trés
indicadores nutricionais usados no presente estudo, 52.3% (79/151) das criangas
sofria de algum grau de malnutricdo (moderada ou severa). As co-morbidades
apresentadas pelas criangas encontravam-se igualmente distribuidas entre as duas
unidades sanitarias excepto as afecgbes do trato respiratério 8.4% (25/298), as
quais incluem tosse, bronquite, infecées das vias respiratérias superiores (IVRS),
pneumonia e broncopneumonia (BPN). A infeccédo por VIH e por Plasmodium spp.
(malaria) foi detectada em 19.62% (41/209) e 6.0% (18/300) respectivamente.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes por unidade sanitaria de criangas de 0 a 60 meses
com diarreia aguda recrutadas para o estuda da Vigilancia de Diarreias Agudas em Criangas em
Maputo, Mogambique, Abril de 2015 a Fevereiro de 2016.

Proveniéncia

Caracter!’sticas dos oTotaI HG - Mavalane HG - José Macamo Valor
pacientes % (n/N) dep
% (n) % (n)
Estado nutricional
Normal 47.7 (72/151) 52.8 (38) 47.2 (34) 0.38
Desnutridos 52.3 (79/151) 45.6 (36) 54.4 (43)
VIH
Positivo 19.6 (41/209) 53.7 (22) 46.3 (19) 0.94
Plasmodium spp. (malaria)
Positivo 6.0 (18/300) 33.3 (6) 66.7 (12) 0.18
Afeccgoes respiratorias
Sim 8.4 (25/298) 20.0 (5) 80.0 (20) 0.00
Vomito
Sim 50.8 (161/317) 29.2 (47) 70.8 (114) 0.00
Febre
Sim 28.6 (91/318) 8.8 (8) 91.2 (83) 0.00
Desidratacao
Sim 53.8 (171/318) 30.4 (52) 69.6 (119) 0.00

n — numero de participantes, N — tamanho amostral, HG — Hospital Geral, p — valor de p pelo teste
+? de Pearson

A frequéncia dos sintomas: vémito (50.8%; 161/317), febre (28.6%, 91/318) e
desidratacédo 53.8% (171/318), apresentados pelas criangas mostrou-se significativa
e desigualmente distribuida entre os dois Hospitais, dos quais o HGJM registou
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maior numero de criangas com vOomitos 70.8% (114/161), febre 91.2% (83/91) e
criangas desidratadas 69.6% (119/171) (p=0.00) (tabela 3).

5.3 Frequéncia, distribuicdo da criptosporidose pela microscopia 6ptica e

factores associados pela analise univariada.

No presente estudo, a frequéncia geral de detecgcdo de odcistos de

Cryptosporidium spp. por microscopia directa entre as criangas que participaram
deste estudo foi de 10.9% (35/319) (figura 10). A frequéncia de detecgédo de
oocistos de Cryptosporidium spp. foi similar nas duas unidades sanitarias (x2=2.18,
p = 0.14) (figura 11).

89.03%
(284/319)

10.97%
(35/319)

B Negativo

B Positivo

Figura 10. Frequéncia geral de detecdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. (n=319).
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Unidade Sanitaria
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Figura 11. Distribuicdo de casos de cryptosporidose nas duas unidades sanitarias

(Abril de 2015 a Fevereiro de 2016) (n=319).
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A figura 12 mostra a distribuicdo de casos de infec¢cao por Cryptosporidium
spp. segundo a residéncia (Distrito) da crianga a qual foi similar entre os distritos
(Fisher's Exact Test = 13.10, p=0.09).
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Figura 12. Distribuicdo de casos de cryptosporidose por residéncia (distritos) (Abril de 2015 a
Fevereiro de 2016) (n=319).
5.3.1 Caracteristicas sociodemograficas

As estimativas de frequéncia de deteccéo de odcistos de Cryptosporidium
spp. especificas para cada variavel demografica e social, incluindo o género e a
faixa etaria da crianga, faixa etaria e educacao do cuidador estdo representadas na
Tabela 4.

A criptosporidose foi mais frequente entre criangas do sexo feminino 11.9%
(16/135), com uma tendéncia de aumentar com a idade da crianga. A estratificagcao
mostrou uma variagdo de 11.5% em criangas mais novas (7 a 12 meses) a 20.0%
em criangas mais velhas (25 a 60 meses).

A frequéncia da criptosporidose teve uma tendéncia decrescente com a idade
do cuidador da crianga (5.3% para cada aumento em um ano) e quando
estratificado, a taxa de infecgéo foi mais alta entre criangas cujos cuidadores tinham
idade igual ou menor de 20 anos 17.5% (10/57). Criangas cujos cuidadores nao
tinham educagao formal tiveram maior taxa de infeccao 14.3% (19/133) quando
comparadas com aquelas cujos cuidadores tinham alguma educacao formal 8.6%
(16/185) (tabela 4).

A tabela 4 mostra ainda que a faixa etaria da criangca e do cuidador

constituiram factores de risco associados a infecgao. Primeiro nés encontramos que
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o risco de aquisicéo de criptosporidose aumentou em 3.2% a cada aumento em 1
més na idade da crianga, Coeficiente B (Coef B) 0.032, erro padrao (EP) 0.018 (vide
Apéndice B, tabela 13).

Tabela 4. Associagdo entre as caracteristicas sociodemograficas dos pacientes e a infecgao por
espécies de Cryptosporidium em criangas admitidas com diarreia aguda admitidas no HG-Mavalane
e HG-José Macamo, analise univariada (Abril de 2015 a Fevereiro de 2016).

Caracteristicas  Cryptosporidium spp. % (n) ORD (IC 95%) Valor de p

Género
Feminino 11.9 (16/135) Referéncia
Masculino 10.3 (19/184) 0.86 (0.42-1.73) 0.67
Faixa etaria da crianca
< 6 Meses 1.6 (1/63) Referéncia
7 — 12 Meses 11.5 (15/130) 8.09 (1.04-62.67) 0.05
13 — 18 Meses 16.0 (13/81) 11.85 (1.51-93.27) 0.02
19 — 24 Meses 10.0 (3/30) 6.89 (0.69-69.25) 0.10
25 - 60 Meses 20.0 (3/15) 15.50 (1.48-161.89) 0.02
Faixa etaria do cuidador
< 20 Anos 17.5 (10/57) 4.26 (1.11-16.34) 0.04
21 - 26 Anos 8.2 (9/110) 1.78 (0.46-6.84) 0.40
27 - 32 Anos 13.2 (10/76) 3.03 (0.79-11.54) 0.10
= 33 Anos 4.8 (3/63) Referéncia
Educagao formal do cuidador
Sim 8.6 (16/185) Referéncia
Nao 14.3 (19/133) 1.76 (0.87-3.57) 0.12

ORDb - Odds ratio bruto; 1IC95% - Intervalo de Confianca a 95%. n — numero de participantes.

A analise por faixa etaria (tabela 4) mostrou que criangas com idade entre 7 a
12, 13 a 18 e 25 a 60 meses estavam com mais chance de estarem infectadas com
espécies de Cryptosporidium comparadas com as mais novas (0 a 6 meses de
idade), sendo a faixa de 25 a 60 meses com a maior chance de infeccdo, Odds ratio
bruto (ORb) 15.50; IC95% 1.48-161.89 (p=0.02).

Por outro lado, o risco diminuiu em 5.4% a cada aumento em 1 ano de idade
do cuidador da crianga, Coef B (EP) 0.054 (0.029) (vide Apéndice B, tabela 13). A
analise estratificada da idade do cuidador revelou que criangas cujos cuidadores
tinham idade nao superior a 20 anos (ORb 4.26; 1C95% 1.11-16.34, p=0.04) tiveram
maior risco de aquisicdo de criptosporidose quando comparadas com as criangas
cujos cuidadores tinham idade n&o inferior a 33 anos (tabela 4).

A analise univariada ndo mostrou associagdo estatisticamente significativa

entre o género da crianga, a educagao do cuidador e a criptosporidose (tabela 4).
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5.3.2 Exposicao a agua, alimentacao e habitos de higiene
A

tabela 5 mostra que a criptosporidose foi mais frequente entre criangas cujas
familias ndo tinham agua canalizada no patio da casa 17.8% (8/45), cuja dieta era
composta por diversos tipos de alimentos 13.8% (27/196), que usavam latrinas
tradicionais para o despojo de dejectos no domicilio 14.4% (17/118), com animais
domeésticos cuja crianga teve contacto com pelo menos um tipo de animal 12.1%
(15/124), incluindo mamiferos e aves 26.3% (5/19).

Tabela 5. Associagao entre a exposi¢do a agua, habitos de higiene, dieta, estado nutricional e a € a
criptosporidose em criangas admitidas com diarreia aguda admitidas no Hospital Geral Mavalane e
Hospital Geral José Macamo, analise univariada (Abril de 2015 a Fevereiro de 2016).

Caracteristicas Cryptosporidium spp. % (n) ORD (IC 95%) Valor de p

Fonte de agua

Canalizada no patio 9.9 (27/273) Referéncia

Outras fontes 17.8 (8/45) 1.97 (0.83-4.66) 0.12
Alimentagao

Leite materno 5.3 (5/94) Referéncia

Leite artificial 10.7 (3/28) 2.14 (0.48-9.56) 0.32

Outros alimentos 13.8 (27/196) 2.69 (1.06-7.64) 0.04
Sanitarios

Fossa séptica 9.40 (18/191) Referéncia

Latrina 14.4 (17/118) 1.62 (0.80-3.28) 0.18
Contacto Animal

Nao 10.3 (20/195) Referéncia

Sim 12.1 (15/124) 1.20 (0.59-2.45) 0.61
Tipo de Animal

Sem contacto 10.3 (20/195) Referéncia

Mamifero 10.1 (8/794) 0.99 (0.42-2.34) 0.97

Mamifero e aves 26.3 (5/19) 3.13 (1.02-9.59) 0.05

Aves 7.7 (2/26) 0.73 (0.16-3.32) 0.68

ORDb - Odds ratio bruto; IC 95% - Intervalo de Confianga a 95%, n — numero de participantes.

A analise univariada revelou que, criangas que nao tinham agua canalizada
no patio da casa (ORb=1.97), viviam em familias que usavam latrinas tradicionais
(ORb=1.62) e tiveram contacto com animais (ORb=1.20) tinham mais chances de
serem infectadas por espécies de Cryptosporidium; porém essa associagao nao foi
estatisticamente significativa (p>0.05); mas ter uma dieta composta por diversos

tipos de alimentos e contacto concomitante com mamiferos e aves no domicilio
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constituiram significativos factores de risco para a aquisicdo da infeccdo (ORb 2.69;
IC95% 1.06-7.64, p=0.04) e (ORDb 3.13; 1C95% 1.02-9.59, p=0.046) respectivamente

(
tabela 5).

5.3.3 Apresentacao clinica
5.3.3.1 Co-morbidades

A tabela 6 mostra que a criptosporidose foi mais comum entre criangas com
pelo menos duas formas de malnutricdo (desnutricdo grave ou moderada) 15,2%
(12/79 casos), infectadas por VIH 9,8% (4/41), com infec¢do por Plasmodium spp.
(malaria) 11,1% (2/18) e com pelo menos um tipo de afecgbes do trato respiratorio
(ATR) 24% (6/25).

Tabela 6. Co-morbidades associadas a criptosporidose em criangas admitidas com diarreia aguda
admitidas no HG-Mavalane e HG-José Macamo, analise univariada (Abril de 2015 a Fevereiro de
2016).

Co-morbidades Cryptosporidium spp. % (n) ORb (Cl 95%) Valor de p
Estado Nutricional

Normal 6.9 (5/72) Referéncia

Desnutridos 15.2 (12/79) 2.40 (0.80-7.19) 0.12
VIH

Negativo 9.5 (16/168) Referéncia

Positivo 9.8 (4/41) 1.03 (0.32-3.25) 0.97
Malaria

Nao 10.6 (30/282) Referéncia

Sim 11.1 (2/18) 1.05 (0.23-4.79) 0.95
Afecgoes respiratorias

Nao 9.5 (26/273) Referéncia

Sim 24.0 (6/25) 3.00 (1.10-8.18) 0.03

ORDb - Odds ratio bruto; IC95% - Intervalo de Confianga a 95%

A analise univariada no presente estudo revelou que a infeccédo por espécies
de Cryptosporidium nao foi significativamente influenciada pelo estado nutricional da
crianga (p=0.12), infeccédo por VIH (p=0.96) e infeccdo por Plasmodium spp.
(p=0.95), mas criangas com afecgbes respiratérias mostraram maior chance de
aquisicao da criptosporidose quando comparadas com criancas sem afeccdes de
ordem respiratéria (ORb=3.0; 1.10-8.18, p=0.03) (tabela 6).
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5.3.3.2 Sintomas

Participantes que relataram ter tido pelo menos um episddio de vomitos
11.2% (18/161), febre 13.2% (12/91) nas ultimas 24 horas antecedentes ao inquérito
e criangas clinicamente desidratadas 15.2% (26/171) tiveram maior frequéncia de

infeccéo por espécies de Cryptosporidium (tabela 7).

Tabela 7. Sinais e sintomas associados a criptosporidose em criangas admitidas com diarreia aguda
admitidas no HG-Mavalane e HG-José Macamo, analise univariada (Abril de 2015 a Fevereiro de
2016).

Sintomas Cryptosporidium spp. % (n) ORDb (CI 95%) Valor de p

Voémito

Nao 10.3 (16/156) Referéncia

Sim 11.2 (18/161) 1.10 (0.54-2.25) 0.79
Febre

Néo 10.1 (23/227) Referéncia

Sim 13.2 (12/91) 1.35 (0.64-2.84) 0.43
Desidratagao

Nao 6.1 (9/147) Referéncia

Sim 15.2 (26/171) 2.75 (1.24-6.08) 0.01

ORDb - Odds ratio bruto; IC95% - Intervalo de Confianga a 95%

Em relacido aos sintomas, a analise univariada mostrou que infecgao nao foi
significativamente associada a vémitos e febre, mas uma forte associacao entre a
infeccdo por espécies de Cryptosporidium e o estado de hidratagao (desidratagéo)
dos pacientes (ORb=2.75; 1.24-6.08, p=0.01) (tabela 7).

5.4 Factores de risco associados a infecgao por Cryptosporidium spp. pela
analise multivariada

Os factores de risco para a infecgdo por espécies de Cryptosporidium pela
analise multivariada estdo ilustrados na tabela 8. O modelo multivariado mostrou
que o risco de aquisi¢ao da criptosporidose reduziu ligeira e significativamente com
a faixa etaria do cuidador da crianga. Quando comparadas com criangas cujos
cuidadores tinham idade n&o inferior a 33 anos, os cuidadores as faixas etarias mais
novas, <20 anos e 27 a 32 anos, ofereceram maiores chances de aquisicao da
criptosporidose: ORa=10.03; IC95% 2.18-46.25, p=0.003 e ORa=4.98; IC95% 1.21-
20.40, p=0.03, respectivamente.

Conforme esperado, ser cuidador sem educagédo formal (ORa=2.8, CI95%
1.15-6.84, p=0.02) constituiu um factor de estatisticamente significante para a
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aquisicao da criptosporidose. Adicionalmente, o nosso modelo multivariado revelou
que pacientes com uma dieta composta pelo leite artificial tinham maior risco de
aquisicao da infecgao (ORa=8.80; 1.33-58.03, p=0.02) e embora ainda positiva, o
risco de aquisicdo da infeccdo em criangas cuja dieta era composta por outros

alimentos perdeu a significancia estatistica (ORa=2.73; 0.80-9.33) (tabela 8).

Tabela 8. Factores de risco para infecgdo por espécies de Cryptosporidium em criangas admitidas
com diarreia aguda admitidas no Hospital Geral -Mavalane e Hospital Geral José Macamo, analise
multivariada (Abril de 2015 a Fevereiro de 2016).

Caracteristicas dos pacientes ORa (IC 95%) Valor de p
Faixa etaria da crianga

< 6 Meses Referéncia

7 — 12 Meses 2.55 (0.21-30.62) 0.46

13 — 18 Meses 1.58 (0.13-18.56) 0.72

19 — 24 Meses 1.07 (0.04-28.21) 0.97

25 - 60 Meses 8.36 (0.40-174.02) 0.17
Faixa etaria do cuidador

< 20 Anos 10.03 (2.18-46.25) 0.003

21 - 26 Anos 3.22 (0.759-13.67) 0.11

27 - 32 Anos 4.98 (1.21-20.40) 0.03

= 33 Anos Referéncia
Educacgao formal do cuidador

Sim Referéncia

Nao 2.8 (1.15-6.84) 0.02
Fonte de agua

Canalizada no patio Referéncia

Outras fontes 1.67 (0.69-4.0) 0.25
Alimentacgao

Leite materno Referéncia

Leite artificial 8.78 (1.33-58.03) 0.02

Outros alimentos 2.73 (0.80-9.33) 0.11
Sanitarios (latrina) 1.29 (0.58-2.87) 0.53
Estado nutricional (desnutridos) 2.18 (0.70-6.74) 0.18
Afeccoes respiratorias (sim) 3.88 (1.25-12.01) 0.02
Desidratagao (sim) 3.52 (0.91-13.66) 0.07

ORa - Odds ratio ajustado; IC95% - Intervalo de Confianca a 95%

Quando ajustado com potenciais confundidores, a chance de uma crianga
apresentando-se com pelo menos uma forma de afecgdo respiratério, estar
infectada por espécies de Cryptosporidium foi 3.9 vezes mais alta (ORa=3.88; 1.25-
12.01; p=0.02) quando comparada com criangas sem afecgdes respiratérias. Por

outro lado, a chance de uma crianca desidratada estar infectada com espécies de
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Cryptosporidium aumentou de 2.7 (tabela 7) para 3.5 (tabela 8) vezes mais alta
quando foi ajustada com poténcias factores de confusdo, mas a significancia
estatistica desapareceu permanecendo no limiar (ORa 3.52; 1C95% 0.91-13.66;
p=0.07).

Por ultimo, o nosso modelo multivariado ndo mostrou associacao significativa
entre a infecgdo por espécies de Cryptosporidium com a faixa etaria da crianga,

fonte de agua, tipo de sanitarios e estado nutricional da crianga (tabela 8).

5.5 Deteccao e caracterizagao molecular de Cryptosporidium spp.

No presente estudo, das 319 amostras fecais testadas por microscopia
directa, 192 amostras, incluindo 13.5% (26/192) amostras positivas
microscopicamente, foram analisadas por meio da técnica da PCR convencional
para detecgcdo de ADN de espécies de Cryptosporidium tendo como alvo o gene
SSU rRNA. Nao houve diferenca estatisticamente significativa no perfil clinico-
epidemioldgico entre os casos com e sem testes moleculares (Apéndice D, tabela
15 e Apéndice E, tabela 16).

5.5.1 Amplificagao do gene SSU rRNA de Cryptosporidium spp.

Todo o gene SSU rRNA de Cryptosporidium spp. foi amplificado, um
fragmento de aproximadamente 1.733 a 1.750 pares de base (pb) (figura 13), em
35.4% (68/192) (figura 14) amostras, incluindo 22 dentre as amostras positivas e 46
dentre as amostras negativas para a presenga do parasito ao microscopio éptico; o
nosso protocolo nido foi capaz de amplificar 4 amostras que foram positivas por

microscopia.
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Figura 13. Detec¢cdo molecular de Cryptosporidium spp. pela PCR convencional baseado no
gene SSU rRNA. M, marcador molecular (100 pb). Linhas 2 e 9 sdo amostras positivas para
Cryptosporidium spp. (1733 a 1750 pb). Linhas 1, 3, 4, 5 e 6 sdo amostras negativas. Linha 7
Giardia lamblia (controlo negativo), Linha 8, controlo negativo (dgua destilada).
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H Positivo

64.6% W Negativo

(124/192)

35.4%
(68/192)

Figura 14. Frequéncia de deteccao de ADN de Cryptosporidium spp. por
PCR convencional em amostras fecais de criangas de 0 a 60 meses de idade
admitidas em duas Unidades Sanitarias da Cidade de Maputo (n=192).

Como ilustra a figura 15, a frequéncia de detecgao de Cryptosporidium spp.
por PCR convencional foi similar nas duas Unidades Sanitarias: 37.1% vs 33.7%
(x?=0.247, p=0.619) para Hospital Geral de Mavalane vs Hospital Geral José
Macamo, respectivamente.

62.9% 66.3%
(61/97)

37.1%
(36/97)

B Casos positivos % (n)

M Casos negativos % (n)

Frequencia de deteccdo (%)

HG-Mavalane HG-José Macamo
Unidade Sanitaria

Figura 15. Distribuicdo da frequéncia de detecgdo de DNA de Cryptosporidium spp. por PCR
convencional em amostras fecais de criangcas de 0 a 60 meses admitidas em duas Unidades
Sanitarias da Cidade de Maputo (n=192).
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5.5.2 Nested PCR e analise da RFLP

A identificacdo de espécie/gendtipo de Cryptosporidium foi realizada pela
técnica de Nested PCR, seguida de analise de RFLP com base na regi&o mais
polimorfica do gene SSU rRNA. Um fragmento de aproximadamente 826 a 864 pb
(figura 16) foi amplificado em 42,7% (29/68) amostras. A analise da RFLP mostrou
que das 29 amostras que amplificaram com sucesso pela Nested PCR, a infec¢ao
por C. hominis (93.1%, 27/29) foi a mais comum, seguida por C. parvum genétipo
bovino (3.45%, 1/29) e uma infecgdo mista com C. hominis e C. parvum genétipo
bovino (3,5%, 1/29) (figura 17 e figura 18) também foi detectado.

Figura 16. Deteccdo especifica de ADN de Cryptosporidium spp. por nested PCR.
Amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 826 to 864 pb do gene SSU
rRNA. M, marcador molecular (100 pb). Linhas 1 a 8, amostras positivas para
Cryptosporidium spp. Linha 9, controlo negativo.
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Figura 17. Genotipagem e especiacdo de isolados de Cryptosporidium por RFLP baseado no gene
SSU rRNA. A esquerda, digestdo com Sspl e a direita com Asel. M, marcador molecular (100 pb)._
Linhas 1, 2, 4, 5 e 6, C. hominis. Linha 3, C. parvum gendtipo Bovino. Linha 7, infeccdo mista com C.”
hominis e C. parvum genétipo bovino.



As espécies/gendtipos das restantes 39 amostras (57.4%) permaneceram
indeterminadas (figura 18) porque 0 nosso protocolo nao foi capaz de amplifica-las e
consequentemente genotipa-las e quando consideramos o resultado das duas
técnicas (microscopia-positiva ou PCR convencional-positiva), a frequéncia de
deteccdo de espécies de Cryptosporidium aumenta de 10.9% (35/319) para 25.4%
(81/319) (tabela 9).

39/68 27/29
57.4% 93.1%
1/29
3.45%
1/2
B Cryptosporidium spp. B C. hominis 3.45
HC. parvum genotipo bovino H C. parvum genotipo bovino + C. hominis

Figura 18. Frequéncia de espécies e gendtipos identificados no presente estudo.

Tabela 9. Sumaério da taxa de deteccdo de odcistos de Cryptosporidium spp. segundo o método
aplicado no presente estudo.

Positivo Negativo Genotipados

Métodos aplicados n (%) n (%) n (%) Total
Microscopia 35 (10,9) 284 (89,0) NA 319
PCR 68 (35.4) 124 (64,6) 29 (15,1) 192
Apenas microscopia 13 (4,10) 306 (95,9) NA 319
Apenas PCR 46 (14,4) 273 (85,6) 7(2,2) 319
Microscopia ou PCR 81 (25,4) 238 (76,6) 29 (9,1)* 319

NA - N&o aplicavel; *Apenas para positivos por PCR, n — numero de participantes
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6 DISCUSSAO

A epidemiologia da criptosporidose em Mogambique ainda é pouco
conhecida. No presente estudo determinou-se,a frequéncia e as espécies/gendtipos
de Cryptosporidium entre criangas dos 0 a 60 meses admitidas com diarreia aguda
em dois hospitais publicos da cidade de Maputo, Sul de Mogambique, os quais eram
maioritariamente 71.5% (228/319) provenientes da zona suburbana da cidade de
Maputo (vide Apéndice C, tabela 14). Foram colectadas 319 amostras fecais de
igual numero de criangas entre Abril de 2015 a Fevereiro de 2016 e analisadas
através da microscopia e técnicas moleculares (PCR-RFLP) para a presenca de
oocistos de Cryptosporidium spp.

No presente estudo, o exame microscépico mostrou que 10.97% (35/319)
das criangas estavam infectadas por espécies de Cryptosporidium. Este resultado é
similar ao reportado no sul de Mogambique (Manhica) (38,84), que estimaram uma
prevaléncia de 12.15% e 11.2% respectivamente, mesmo usando uma técnica
diferente deste estudo (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA)
(Microscopia). Por outro lado, a frequéncia encontrada no presente estudo foi mais
alta em relacdo ao reportado em Mogambique por Mandomando e colaboradores
em 2007, os quais reportaram uma frequéncia de 0.6% entre criangas menores de 5
anos admitidas num hospital rural em Manhiga (37) e dos achados reportados em
Nairobi (Kenia) e Gana, onde estudos de base hospitalar reportaram prevaléncias
de 8.9% em criangas de 0 a 60 meses (69) e 5.2% em criangas menores de 14 anos
(96) respectivamente.

Becker e colaboradores (2015), usando dados da “National Health and
Nutritional Examination Survey” (NHANES), um estudo conduzido pela “National
Center for Health Statistics” (NCHS) entre 1999 e 2000 nos Estados Unidos,
estimaram uma seroprevaléncia de 21.2% em amostras de soro de 4359 individuos
de 6 a 49 anos de idade (55) e Thivierge e colaboradores (2016), usando amostras
fecais de 283 individuos de 1 més a 88 anos (mediana de 34 anos) de idade
apresentando-se com diarreia em Quebec, Canada, encontraram uma prevaléncia
de 18,0% através da microscopia, sendo 6.7% a prevaléncia encontrada em
criangas menores de 5 anos (28).

Esta diferenca na frequéncia da infeccdo pode ser devida a diferenga no

desenho do estudo, a populagao alvo, o tamanho da amostra, os métodos/técnicas
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de diagnésticos usados, diferengcas socioecondmicas, demograficas, geograficas e

higieno-sanitarias nas diferentes areas de estudos.

6.1 Caracteristicas sociodemograficas das criangas

No presente estudo descrevemos a distribuicdo da frequéncia da
criptosporidose tendo em conta aspectos demograficos, sociais e clinicos e
quantificamos o grau de associagao entre estes factores e a infecgdo. Nos
encontramos que o risco de infec¢ao foi 1.5 vezes mais alta entre criancas do sexo
feminino quando comparada com a sua contra parte masculina, mas as diferengas
observadas nao foram estatisticamente significativas (feminino e masculino: 11.9%
e 10.3%, respectivamente) (p=0.67). Esse resultado é similar ao reportado por
varios autores, tanto em pesquisas de infec¢gdes por parasitos intestinais no geral
(69,97-100) como na criptosporidose em  particular (22,31,40,101);
independentemente do desenho do estudo, ferramenta de diagndstico usado e
populagao alvo de estudo.

Cryptosporidium spp. partilha muitos aspectos do seu ciclo de vida com
outros parasitos intestinais (12,102) colocando tanto o género masculino como o
feminino em similar grau de risco de aquisicdo da infeccdo por enteroparasitos.
Contrariamente ao reportado por Tumwine at al (2003), Gatei et al (2006) e Osman
et al (2016) (22,31,40), a frequéncia da criptosporidose no presente estudo foi mais
alta em criangas do sexo feminino, provavelmente porque a desidratacdo foi
estatisticamente mais frequente em criangas do sexo feminino (61.2%, 82/134) em
relacdo as criangas do sexo masculino (48.4%, 89/184) (p=0.024).

Em nosso modelo bivariado, a criptosporidose mostrou uma associagao
positiva com a idade, com criangcas na faixa etaria de 7 a 12, 13 a 18 e 25 a 60
meses apresentando um risco de infeccao de 8.1, 11.9 e 15.5 vezes mais alto,
respectivamente, quando comparados com o0s mais novos (0 a 6 meses), porém a
significancia desapareceu quando ajustado com potencias factores de confuséo.
Resultados similares foram reportados por Mbae et al (2013) em Quénia (69), porém
eles observaram uma associagao inversa em criangas maiores de 24 meses. No
entanto, um estudo caso-controlo conduzido por Tellevik et al (2015), em Dar es
Salaam, Tanzania (33), reportou uma associagao inversa entre a criptosporidose € a

faixa etaria, segundo os quais criangas dos 7 a 12 meses tiveram maior risco de
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infeccdo, porém sem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
etarios.

A alta frequéncia de criptosporidose observado entre criancas maiores de 6
meses de idade no presente estudo pode ser devida a forte associagao observada
entre a faixa etaria e a dieta da crianga (p<0.0001), pois a introdugao de diversos
alimentos e a interrupcédo do aleitamento materno exclusivo inicia desde cedo,
sendo a maioria das criangas maiores de 6 meses privados do leite materno,
aumentando assim o risco de infec¢des parasitarias, incluindo infecgao por espécies
de Cryptosporidium. Adicionalmente, criangas mais velhas tendem a entrar mais em
contacto com o solo e animais, explorando o ambiente domiciliar e peri domiciliar
desde cedo antes da sua capacidade imunitaria estar completa e matura, tornando-
0s mais susceptiveis.

Nés observamos uma associacdo positiva e estatisticamente significativa
entre a criptosporidose e a faixa etaria do cuidador. Nossos achados mostram que
criangas cujos cuidadores tinham idade menor ou igual a 20 anos e entre 27 e 32
anos, o risco de infecgdo foi estimado em 8.9 e 4.4, respectivamente, quando
comparadas com aquelas que estavam ao cuidado de pessoas com 33 anos ou
mais. Embora nossos dados revelem que a escolaridade do cuidador decresce
significativamente com a idade do mesmo, estes achados podem ser explicados,
provavelmente porque pessoas mais velhas tém mais experiéncia no cuidado de
saude infantil que as mais novas.

Quando analisamos a questao educacional, encontramos que a educagao
formal do cuidador conferiu uma protecdo para a aquisicao da criptosporidose em
cerca de 64.3%, o que era de esperar pois, estudos mostram que criangcas que
estdo ao cuidado de pessoas com alguma educacado formal tém menor risco de
aquisicao de certas infecgbes (33,55,103). Adicionalmente, no presente trabalho
observou-se que quase todas criangas eram cuidadas pelos seus progenitores
(92.1%, 292/319), maioritariamente com alguma formacgao formal (60.3%, 176/292),

facto que pode ter contribuido bastante na redugéo do risco (38).

6.2 Exposicao a agua, alimentacao e habitos de higiene
Observou-se que criangas cujas familias ndo tinham agua canalizada no
domicilio apresentavam maior frequéncia da criptosporidose e o nosso modelo

multivariado mostrou uma associagao positiva (ORa=1.665; p=0.254) entre a
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aquisicao da infeccéo e nao ter agua canalisada no domicilio. A revisao da literatura
revela que a maioria dos surtos da criptosporidose a nivel mundial, incluindo na
Europa e Estados Unidos, tem sido através de fontes publicas de agua
principalmente quando contaminado com material fecal contendo odcistos de
Cryptosporidium (12) embora o tratamento da agua oferega alguma protegao
significativa contra a infecgédo por Cryptosporidium spp. (OR=0.83; 0-70-0-98) (74).

Segundo Koseck et al (2001), a fervura pode ser uma boa estratégia mas a
agua néo fervida continua sendo largamente usada para lavagem de alimentos
frescos e para escovar os dentes (12) e varios estudos ambientais tém reportado
altas frequéncias de deteccdo de espécies de Cryptosporidium em lagos, agua das
chuvas e da rede publica porque os odcistos sao resistentes a clorizagao
(16,104,105) tornando o controlo desta infeccdo um interminavel desafio
principalmente quando as condigbes socioecondmicas sao deficitarias.

Primeiramente ndés observamos que a criptosporidose foi mais comum em
criangas cuja dieta era composta por varios tipos de alimentos e privados do leite
materno (13.8%), apresentando estes maior risco quando comparados com criangas
que tinham aleitamento materno exclusivo (5.3%) (ORa=2.685, p=0.038); porém,
quando ajustado com poténcias factores de confusdo, esta categoria perdeu a
significancia estatistica, mas criangas com aleitamento artificial tiveram um risco de
aquisicao da infecgcao de 8.8 vezes (p=0.024). Estes resultados sao similares aos
demonstrados por Tumwine et al (2003) os quais reportaram maior prevaléncia e
risco infecgdes por Cryptosporidium spp. entre criangas que nao faziam aleitamento
materno (29.0%) contra aquelas que faziam aleitamento (26.4%), mas a diferenga
por eles observada néo foi estatisticamente significativa (p=0.217) (22).

A diferenca observada na frequéncia da criptosporidose em relacado a dieta
da crianga no presente estudo, resulta provavelmente, da introdu¢do de outros
alimentos na dieta da crianga desde cedo, visto que 70.4% (224/318) das criancgas,
das quais 34.9% (22/63) menores de 6 meses, estavam privados do aleitamento
materno, podendo ter contribuido significativamente para alta taxa de exposigao,
baixa imunidade e alta taxa de desnutricao (52.3%, 79/151), conforme observado
neste estudo, aumentando deste modo o risco de aquisicdo de infeccdes intestinais
associadas a doencas diarreicas. Lembramos que Duedu et al (2014) mostrou o
papel de vegetais frescos na transmisséo da criptosporidose, com 16% de vegetais

contaminados por odcistos de Cryptosporidium spp. (15).
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Nos paises subdesenvolvidos (38) as doencas diarreicas comumente
atingem sua incidéncia maxima no segundo ano de vida, sobrepondo com a pratica
inadequada da desmamentacéo para a introducio precoce de alimentos externos e
inadequados a idade da crianga, factores que interagem com exposi¢ao ainda maior
dos pupilos aos alimentos contaminados, falta de sanitarios melhorados, pobre
higiene pessoal e doméstico.

Surpreendentemente, ndo encontramos associagao significativa entre a
criptosporidose e a forma de despojo de dejectos bem como com o contacto animal.
Este achado ¢ similar aos achados reportados por um estudo de revisdo sistematica
e meta-analise, o qual reportou que a disponibilidade ou uso de sanitarios
melhorados nao estava significativamente associada a infecgéo por Cryptosporidium
spp. (OR=0.68, 0.17-2.68) (74) e vai de acordo com Tellevik e colegas (2015), os
quais ndo encontraram associacao significativa entre a infeccao por espécies de
Cryptosporidium com o contacto com animais (ORa=1.7, p=0.43) (33).

Por outro lado, a nossa analise bivariada mostrou que a estratificacédo do
contacto animal em tipo de animal revelou maior risco (ORb=3.125, p=0.046) entre
criangas que tiveram contacto concomitante com mamiferos e aves. O contacto com
varias espécies de animais aumenta o risco de infeccdo por parasitos intestinais
incluindo espécies de Cryptosporidium, visto que € um parasito com alto potencial

zoonotico como ja foi demonstrado por varios estudos (17,68,76,77,104,106).

6.3 Apresentacao clinica

Embora ndo se tenha observado associacao estatisticamente significativa
entre criptosporidose e o estado nutricional dos pacientes (ORa=2.178, p=0.177), a
alta frequéncia da criptosporidose em criangas desnutridas (15.2%, 12/79) pode ser
explicada pelo facto de que 52.5% (32/61) (p=0.926) de criangas malnutridas no
presente estudo estavam ao cuidado de pessoas sem educacao formal e 52.9%
(54/102) (p=0.018) sem aleitamento materno, pois esta bem estabelecido que a
educacao maternal tem um efeito positivo na nutricdo da crianga em paises em
desenvolvimento porque na escola, as raparigas podem adquirir habilidades que no
futuro sdo usados para acederem servicos de saude modernos e compreenderem
mensagens de saude (103).

Por outro lado, Mor e Tzipori (2008) defendem que a criptosporidose esta

implicada com a diarreia e malnutricdo em criangcas mais novas nos paises em
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desenvolvimento mas os aspectos imunoldgicos que aumentam o risco de infecgao
em malnutridos ainda nao estao bem definidos (25); porém sabe-se que capacidade
defensiva do hospedeiro encontra-se alterada em condigdes de desnutricdo pois a
malnutricdo (grave) impede o bom funcionamento do sistema imune e reduz a
resisténcia contra infecgdes porque todas células de defesa do organismo incluindo
seus produtos dependem das vias metabdlicas que usam varios nutrientes para sua
accao (107).

A frequéncia da infeccdo por espécies de Cryptosporidium entre pacientes
VIH-positivos e VIH-negativos foi similar (9.8% vs 9.5%, p=0.964). Contrariamente
ao observado no presente estudo, Mbae e colegas (2013) reportaram maior
frequéncia de criptosporidose e um risco de infeccdo de até 3 vezes maior em
criangas VIH-positivas quando comparadas com criangas VIH-negativas (p<0.001)
(69); adicionalmente, Adamu et al (2013) reportaram prevaléncia significativamente
mais elevada de criptosporidose em pacientes VIH-positivos que ndo estavam em
Terapia Anti-retroviral com valores de células T CD4 abaixo de 200 células/pL (71).

A frequéncia de casos VIH-positivos no presente estudo (12.9%, 41/209)
pode estar subestimada porque nem todos casos tinham informagao sobre o estado
serolégico em relagcdo ao VIH no processo clinico; adicionalmente, ndo temos
informagdo sobre o grau de imunossupressao (contagem de células T CD4) dos
casos VIH-positivos, mas nossos dados mostram que 87.5% (14/16) dos pacientes
VIH-positivos apresentavam algum grau de desnutricdo (p=0.003) e ndo faziam o
aleitamento materno (aleitamento artificial e dieta diversificada) (87.8%, 31/41)
(p=0.027), o que limita assim a interpretacao das diferencas observadas; por outro
lado, lembramos que a disponibilidade da Terapia Anti-retroviral imediatamente
apos o diagndstico na infancia é capaz de restaurar a capacidade imunolégica
destes pacientes e controlar infecgdes oportunistas como a infeccdo por
Cryptosporidium spp. (1,108), isso pode ajudar a entender os nossos achados.

Dezanove casos nao tiveram informagcdao em relacdo a infecgao por
Plasmodium spp. A frequéncia de casos de malaria no presente estudo foi de 6.0%
(18/300) e destes apenas 2 casos (11.1%, 2/18) estavam co infectados por espécies
de Cryptosporidium, esta frequéncia foi ligeiramente superior aquela observada
entre casos sem malaria (10.6%; 30/282) mas a diferenga nao foi estatisticamente

significativa.
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O impacto da malaria na criptosporidose ainda nao foi investigado em
Mocambique, embora seja uma regido com alta frequéncia da malaria, VIH e
malnutricdo, que afecta principalmente criangas menores de 5 anos de idade
(37,38,48,70,109) limitando assim a interpretagdo dos achados neste estudo.
Embora tenha sido observado que 61.1% (11/18) de casos com maldria eram
menores de 12 meses e 58.3% (7/12) estavam desnutridos, 72.2% (13/18) relataram
terem tido vomitos, 50.0% (9/18) com febre nas ultimas 24 horas e desidratadas,
todos receberam tratamento antibiético e anti malarico antes da colheita da amostra,
0 que pode explicar estes resultados.

A frequéncia de criptosporidose foi mais alta entre pacientes que
apresentaram pelo menos uma forma de afeccao respiratoria. A chance de infecgao
por Cryptosporidium spp. entre pacientes com afeccdes respiratérias aumentou de
3.0 para 3.9 quando foi ajustado com potenciais confundidores (ORa=3.876; 1.251-
12.012, p=0.019). Evidéncias mostram que criangas com diarreia por
Cryptosporidium tém mais chances de apresentarem sintomas respiratérios que
criangas com diarreia por outros agentes etioldgicos, sugerindo que a infeccao
respiratoria por Cryptosporidium pode ser comum em pacientes imunocompetentes
(44,47).

A alta frequéncia da criptosporidose entre criangcas com sintomas
respiratorios relatado no presente estudo pode se explicar pelo facto de a maioria
deles 61.1% (11/18) estarem desnutridos no momento do inquérito e 5 estavam
infectados por VIH, conferindo a este grupo um certo grau de imunodepressao,
tornando-os mais susceptiveis a colonizacdo do trato respiratorio. A revisdo da
literatura revela que a criptosporidose respiratéria ocorre principalmente em
individuos com imunossupressdao como uma complicagdo no ultimo estagio da
doenga e evidéncias mostram que podem adquirir a infecgdo por inalacdo de
goticulas de expectoragdo ou por contacto com fémites contendo odcistos do
parasito (1).

A literatura aponta para além da diarreia, a anorexia, dor abdominal, febre e
voémitos como os principais sintomas que mais acometem pacientes sofrendo de
criptosporidose (12), tornando-se este quadro mais cronico e severo com a
imunossupressao do hospedeiro, mas autolimitante a imunocompetentes (25,102).

Nés ndo encontramos associagao significativa entre vomitos, febre e a

infeccao por espécies de Cryptosporidium, porém, a analise univariada mostrou que
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criptosporidose foi significativamente mais comum em criangas desidratadas
(15.2%, 26/171) quando comparada com criangas normalmente hidratadas (6.1%,
9/147) (ORa=2.749; 1.244-6.076, p=0.012). No modelo multivariado, as chances de
uma crianga, apresentando-se desidratada, estar infectada foi 4 vezes mais alta
quando comparada com a sua contra parte (ORa=3.518; 0.906-13.663, p=0.069). A
desidratacdo é uma consequéncia directa da perda de agua principalmente por
voémito e diarreia, os quais sdo por sua vez consequéncia da infecgédo (simples ou
combinada). Criangcas desidratadas tendem a perder peso e ficam
imunologicamente fracas por perda de nutrientes importantes para o pleno
funcionamento do sistema imunoldgico. Ali e colaboradores (2014) encontraram
resultados similares em adultos imunocompetentes no Paquistdo onde observaram
forte associagdo com desidratacéo devida a alta frequéncia de vomitos e dejecc¢des
(42).

6.4 Deteccao e caracterizagao molecular de Cryptosporidium spp.

Este é o primeiro estudo sobre a caracterizacdo molecular de espécies e
gendtipos de Cryptosporidium no municipio e cidade de Maputo. A identidade das
espécies e caracterizagdo dos gendtipos de Cryptosporidium foi feita a partir de
amostras fecais, combinando a técnica convencional (microscopia directa) e a
técnica da PCR-RFLP baseado no gene SSU rRNA. Como era de esperar, a taxa de
deteccao foi mais alta quando usamos a técnica da PCR pois é mais sensivel
quando comparada com a microscopia, podendo detectar até cerca de 5 x 10™ ng
de ADN purificado de Cryptosporidium por reacgdo, correspondendo a
aproximadamente um odcito (24,110,111).

As causas possiveis na falha de amplificacdo em 4 amostras inicialmente
positivas por microscopia sao varias; incluindo razdes relacionadas ao protocolo da
PCR, tais como inibicdo da reacgédo por impurezas presentes nas amostras e co
purificadas com o ADN alvo. Outras podem estar ligadas ao procedimento da
extragdo, como isolamento ou purificagao ineficiente ou degradagcao de ADN alvo
resultante de congelamento e descongelamento acidental das amostras durante o
armazenamento (23,112).

Entre as 68 amostras positivas para Cryptosporidium spp. por PCR
convencional, vinte e nove amostras foram genotipadas com sucesso, das quais 27

(93.1%) foram positivas para C. hominis, 1 (3.45%) para C. parvum genétipo bovino
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e uma infecgdo mista com C. hominis e C. parvum genotipo bovino (3.45%). A
semelhanga dos nossos achados, Sow et al (2016), usando a técnica da PCR em
tempo real (RT-PCR, do acronimo Real Time Polymerase Chain Reaction) em 3809
amostras de criangas menores de 24 meses com diarreia grave a moderada que
participaram do GEMS (Global Enteric Multicenter Study), detectaram 77.8% de C.
hominis e 9.9% de C. parvum entre os casos. A maioria (92%) dos isolados de C.
parvum eram genotipos antroponodticos, dos quais 5 casos provenientes de
Mogcambique; os mesmos detectaram infecgdo mista por C. parvum e C. hominis em
1.2% e C. meleagridis em 0.6% das amostras positivas e espécies/gendtipos de 35
amostras permaneceram indeterminadas (84).

Por outro lado, Tellevik e colegas (2015) detectaram C. hominis em 84,7% e
C. parvum em 7,6% em 131 amostras positivas para Cryptosporidium spp. em
criangcas menores de 24 meses de idade na Tanzania (33). Em Quénia, um estudo
de base hospitalar reportou 87% dos isolados de Cryptosporidium eram C. hominis,
9.0% eram C. parvum e 4.0% eram C. canis, C. felis, C. meleagridis e C. muris (31).
Mais recentemente, no sul de Mogambique, um estudo de base hospitalar realizado
em pacientes VIH-positivos com e sem tuberculose pulmonar, reportou que todos
casos positivos (8.1%; 8/99) foram por C. himinis (108).

O achado deste estudo nao difere do que era de esperar e é consistente com
a revisdo de estudos originais, os quais revelam que a infecgdo humana tem sido
observada com mais de 15 espécies, mas a maioria das infec¢cdes tem sido
mundialmente atribuida a C. hominis e C. parvum (17,24,60,81).

Dentre os pacientes que tiveram as vinte e nove amostras genotipadas, 16
(57.2%) relataram ter tido contacto com pelo menos um animal, incluindo 9 com
mamiferos, 5 com mamiferos e aves, e 2 apenas com aves; todas amostras foram
identificadas como C. hominis, excepto uma identificada como C. parvum genétipo
bovino, o qual relatou contacto com gatos (mamifero).

Nosso protocolo ndo conseguiu determinar a espécie ou gendtipo em 39
(67.4%) amostras positivas pela PCR convencional. Este resultado percentual é
superior aos reportados por Tellevik et al. (2015) e Sow et al. (2016), os quais nao
conseguiram determinar a espécie de Cryptosporidium em 35 (10.5%) e 10 (7.6%)

amostras positivas, respectivamente (33,84).
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7 LIMITAGOES DO ESTUDO
Como acontece em todos os estudos, nés encontramos varias limitacdes no
presente trabalho que precisam ser consideradas na interpretacéo dos resultados:

1) O nosso grupo amostral estava desigualmente distribuido nas categorias das
variaveis estudadas;

2) A falta de informagbdes nos processos clinicos limita a analise de dados,
tornado o denominador ndo comum em varias analises estatisticas reduzindo
assim a robustez dos mesmos;

3) N6s testamos amostras fecais em colheitas unicas para a deteccdo de
espécies de Cryptosporidium, o que pode ter subestimado a frequéncia, pois
um  diagnéstico laboratorial de  parasitos intestinais, incluindo
Cryptosporidium, requer exame de pelo menos trés amostras fecais
colectados em varios dias;

4) Sendo um estudo de transversal de base hospitalar com amostragem nao
probabilistica (casualistica), este estudo tem a limitagdo de ndo poder tragar
conclusdes na casualidade de associagcdes dos diferentes factores com a
infeccdo por Cryptosporidium spp. e o0s resultados ndo podem ser

extrapolados para a populagéo no geral.

As amostras fecais examinadas neste trabalho foram colhidas apds o inicio
do tratamento “paliativo”, incluindo a reidratagao oral e intravenosa, antibioterapia e
terapia antiparasitaria, podendo ter havido interferéncia destas drogas na deteccéo
parasitaria. Isso também resultou na obtengdo de amostras com pouco volume,
limitando deste modo multiplas testagens em caso de necessidade de confirmagao
do resultado e como consequéncia, mais de 20% das amostras inicialmente
positivas por microscopia 6ptica nao foram incluidas nos testes moleculares.

Usamos apenas um locus genético, o que pode ter tornado nosso protocolo
menos sensivel e ou especifico; adicionalmente, esse facto ndo permitiu subtipar os
isolados obtidos, limitando assim a interpretacdo epidemioldgica/clinica dos
achados.
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8 PERSPECTIVAS

Esta pesquisa levanta ideias interessantes de futuros trabalhos e linhas de
pesquisa que possam enriquecer e ou ajudar a esclarecer os achados aqui obtidos,
como por exemplo o uso simultdneo de varios marcadores genéticos para a
deteccdo, genotipagem e subtipagem de isolados de espécies de Cryptosporidium,;
nao s6 porque esta técnica aumenta a sensibilidade e especificidade do diagndstico,
mas também vai ajudar na interpretagdo clinica e epidemiolégica dos nossos
achados.

Adicionalmente, pensa-se também em sequenciar e fazer uma analise
filogenética deste parasito o que contribuiria de forma significativa no entendimento
taxonomico, como também podera esclarecer aspectos epidemioldgicos

(transmissao/disseminagao) de Cryptosporidium.
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9 CONCLUSOES

Este estudo mostra que frequéncia de infeccbes por espécies de
Cryptosporidium entre criangas hospitalizadas por diarreia aguda nos dois hospitais
publicos da cidade de Maputo ¢ alta.

Factores associados a infecgéo por espécies de Cryptosporidium sao a faixa
etaria do cuidador da crianga, a educacao formal do cuidador da crianca e a dieta da
crianga.

As afeccbes respiratdrias sdo co-morbidades associadas a ocorréncia das
infecgbes por espécies de Cryptosporidium em criangas com diarreia.

A infeccdo foi causada maioritariamente por C. hominis e isto sugere

predominio de transmissao antropondtica.
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10 RECOMENDAGOES

Adocao de estratégias preventivas com alvo na educacédo e melhoramento de
higiene pessoal e nutricional para criangas pode reduzir em até mais de 60% de
casos de infecgdes por espécies de Cryptosporidium.

Inclusdo do teste de Cryptosporidium spp. em exame (de rotina)
parasitologico de fezes para a deteccdo de odcistos em laboratoérios clinicos de

hospitais publicos, com especial ateng&o para criangas com diarreia aguda.
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APENDICE



1 APENDICE A

Tabela 10. Associacao entre variaveis clinico-epidemioldgicas dos pacientes (42, p).

Variaveis F.E. Crianga F.E. Cuidador Educacao Fonte de agua Sanitarios Alimentagcdo A.respiratérias Desidratagao Nutricdo
F.E. Crianga NA 18.034 (0.115)  3.734 (0.443) 1.711 (0.791) 5.523 (0.238) 45.609 (0.000) 5.747 (0.188) 6.400 (0.171) 6.414 (0.167)
F.E. Cuidador 18.034 (0.115) NA 28.201 (0.000)  0.259 (0.968) 2.255(0.521) 22.661 (0.001) 3.571 (0.312) 7.609 (0.055) 1.285 (0.733)
Educagao 3.734 (0.443)  28.201 (0.000) NA 0.699 (0.403) 23.465 (0.000) 4.928 (0.085) 3.926 (0.048) 0.146 (0.702)  0.009 (0.926)
Fonte de agua 1.711(0.791)  0.259 (0.968)  0.699 (0.403) NA 0.387 (0.534) 1.127 (0.562) 1.999 (0.228) 6.446 (0.011)  0.054 (0.817)
Sanitarios 5.523 (0.238) 2.255(0.521) 23.465 (0.000) 0.387 (0.534) NA 4.781 (0.092) 1.871(0.171) 0.009 (0.925) 1.348 (0.246)
Alimentacao 45.609 (0.000) 22.661(0.001) 4.928 (0.085) 1.127 (0.562) 4.781 (0.092) NA 3.440 (0.156) 11.545 (0.003) 8.191 (0.018)
A. respiratorias @ 5.747 (0.188)  3.571(0.312)  3.926 (0.048) 1.999 (0.228) 1.871(0.171)  3.440 (0.156) NA 0.328 (0.567) 0.630 (0.427)
Desidratagao 6.400 (0.171)  7.609 (0.055)  0.146 (0.702) 6.446 (0.011) 0.009 (0.925) 11.545 (0.003) 0.328 (0.567) NA 5.499 (0.019)
Nutrigcao 6.414 (0.167) 1.285 (0.733)  0.009 (0.926) 0.054 (0.817) 1.348 (0.246) 8.191 (0.018) 0.630 (0.427) 5.499 (0.019) NA

F.E — Faixa Etaria, A. Respiratdrias — Afec¢des respiratérias, NA — Nao aplicavel, Nutrigdo — estado nutricional, Sanitarios — tipo de sanitarios

Antes da analise multivariada, nos verificamos se as nossas variaveis clinico-epidemioldgicas (faixa etaria da crianga, faixa

etaria do cuidador, educacao formal, fonte de agua, tipo de sanitarios, alimentagao da crianca, afec¢des respiratorias desidratagcao

e estado nutricional) apresentavam forte associagdo uma com a outra. Porque cada uma das variaveis era categorica, nos

quantificamos a forca da associagdo usando o teste de Qui-quadrado de Pearson. Este teste demonstrou varios graus de

associacao entre as variaveis, e assim, o efeito de cada uma na infecgao por espécies de Cryptosporidium foi considerada em

modelos multivariado tendo em conta a interagao entre elas, incluindo variaveis com indicio de alguma associagao (p<0.20).
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2 APENDICE B

Tabela 11. Distribuicdo das variaveis quantitativas categorizadas segundo a proveniéncia (Unidades
Sanitarias).

Proveniéncia

Caracte_r 1B ok ;I'otal HG-Mavalane HG-José Macamo Valor de p
Crianga % (n)
% (n) % (n)
Idade da crianga (meses) (n=319)
Mediana (IQR) 11.0(7-15) 11(7.0-15.0) 11.0(7.0-15.0) 0.694"
Idade do cuidador (anos) (n=306)
Mediana (IQR) 255(221-31) 25(21-32) 26.0 (21 - 31) 0.951"

“Z-score de U (Mann-Whitney Wilcoxon Rank-Sum Test)

Tabela 12. Relagcdo das espécies de animais e sua distribuigdo segundo a proveniéncia das
criangas.

Proveniéncia

Espécies de Animais Total HG-Mavalane HG-José Macamo
n % n % n %
Cao (Canis lupus familiaris) 29 234 14 22.22 15 24.59
Gato (Felis silvestris catus) 74 59.7 33 52.38 41 67.21
Zg;f"gs';'i‘;r:s‘;‘“’t'co (S SElE 4 32 3 476 1 1.64
Cabrito (Capra aegagrus hircus) 3 24 0 0.00 3 4.92
Vaca (Bos taurus) 2 1.6 1 1.59 1 1.64
Coelho (Oryctolagus cuniculus) 1 08 O 0.00 1 1.64
Aves?® 45 36.3 30 47.62 15 24.59
Total de casos 124 38.9 63 78.12 61 49.19

®Pato, galinha (Gallus gallus domesticus), pombo (Columba livia).

Tabela 13. Associagdo entre idade da crianga e idade do cuidador com infecgdo por espécies de
Cryptosporidium em criangas admitidas com diarreia aguda admitidas no HG-Mavalane e HG-José
Macamo, analise univariada (Abril de 2015 a Fevereiro de 2016).

Cryptosporidium spp. (+)
CoefB S.E. Valordep

Idade da crianga (meses) (n=319) 0.032 0.018 0.069

Idade do cuidador (anos) (n=306) 0.054 0.029 0.065
Coef. B — Coeficiente B; S.E — Erro padrao.

Caracteristicas
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3 APENDICE C

Tabela 14. Distribuicdo das criangas participantes no presente estudo, segundo o local de residéncia

e Unidade Sanitaria de hospitalizagdo (Fisher's Exact Test = 294.069, p <0.00001).

Proveniéncia

Residéncia ;‘Il'o(tzl) HG-Mavalane HG-José Macamo
n (%) n (%)
Distritos Municipais do Municipio de Maputo
KaMaxaqueni 67 (21,0) 66 (98,5) 1(1,5)
KaMubukwana 68 (21,3) 11 (16,2) 57 (83,8)
KaMavota 71 (22,3) 70 (98,6) 1(1,4)
KaMpfumo 2(0,6) 0(0,0) 2 (100)
NlIhamankulu 23 (7,2) 1(4,3) 22 (95,7)
Marracuene 3(0,9) 2 (66,7) 1(33,3)
Municipio da Matola (Maputo Provincia) 80 (25,1) 6 (7,5) 74 (92,5)
Distrito de Moamba (Maputo Provincia) 1(0,3) 0 (0,0) 1 (100)
Distrito de Boane (Maputo Provincia) 4(1,2) 0 (0,0) 4 (100)
Total 319 (100) 156 (48,9) 163 (51.1)

Herminio Fernando Humberto Cossa

Pagina C



4 APENDICE D

Tabela 15. Distribuicdo de casos analisados por PCR convencional para detec¢do de espécies de
Cryptosporidium.

PCR convencional )

Caracteristicas dos pacientes Nao Sim
(valor de p)
% (n) % (n)
Género
Feminino 40.0 (54) 60.0 (81) 0.003
Masculino 39.7 (73) 60.3 (111) (0.953)
Faixa etaria da crianca
0 - 6 Meses 50.8 (32) 49.2 (31)
7 — 12 Meses 38.5 (50) 61.5 (80)
13 — 18 Meses 38.3 (31) 61.7 (50) (gggl)
19 — 24 Meses 36.7 (11) 63.3 (19)
25 - 60 Meses 20.0 (3) 80.0 (12)
Faixa etaria do cuidador
< 20 Anos 33.3 (19) 66.7 (38)
21 - 26 Anos 37.3 (41) 62.7 (69) 3.675
27 - 32 Anos 38.2 (29) 61.8 (47) (0.299)
> 33 Anos 49.2 (310 50.8 (32)
Educagao formal
Sim? 41.1 (76) 58.9 (109) 0.241
N&o® 38.3 (51) 61.7 (82) (0.623)
Fonte de agua
Canalizada 39.6 (108) 60.4 (165) 0.114
Outras Fontes 42.2 (19) 57.8 (26) (0.736)
Alimentacgao
Leite materno 47.9 (45) 52.1 (49)
Leite artificial 50.0 (14) 50.0 (14) (334528)*
Outros alimentos 34.2 (67) 65.8 (129)
Sanitarios
Com fossa séptica 42.4 (81) 57.6 (110) 3.775
Latrina 31.4 (37) 68.6 (81) (0.052)
Contacto animal
Nao 43.1 (84) 56.9 (111) 2.232
Sim 34.7 (43) 65.3 (81) (0.135)
Tipo de animal
Mamifero® 35.4 (28) 64.6 (51)
Mamifero e Aves 421 (8) 57.9 (11) (g:;gg)
Aves® 26.9 (7) 73.1 (19)

n — numero de participantes, p — valor de p pelo teste de xz de Pearson, ® Tem no minimo o
nivel secundario ou ensino técnico; ° Ndo estudou ou frequentou a escola até ao nivel
primario; °Cao, gato, porco, cabrito, boi; “Pato, galinha, pombo. *Diferengas significativas

pelo teste y? (p<0.05)
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5 APENDICE E

Tabela 16. Distribuicdo de casos analisados por PCR convencional para detec¢do de espécies de

Cryptosporidium.
PCR convencional )
Caracteristicas dos pacientes Né&o Sim
(valor de p)
% (n) % (n)

Estado nutricional

Normal 31.9 (23) 68.1 (49) 0.873

Desnutridos 38.2 (31) 60.8 (48) (0.350)
VIH

Positivo 24.4 (10) 54.2 (31) 6.236

Negativo 45.8 (77) 54.2 (91) (0.013)*
Plasmodium spp.

Positivo 44 .4 (8) 55.6 (10) 0.134

Negativo 40.1 (113) 59.9 (169) (0.714)
Afecgoes respiratorias

Sim 32.0 (8) 68.0 (17) 0.838

Nao 41.4 (1130 58.6 (160) (0.360)
Voémito

Sim 39.1 (63) 60.9 (98) 0.119

Nao 41.0 (64) 59.0 (92) (0.731)
Febre

Sim 45.1 (41) 54.9 (50) 1.573

Nao 37.4 (85) 62.6 (142) (0.210)
Desidratagao

Sim 43.9 (75) 56.1 (96) 2.373

Nao 35.4 (52) 64.6 (95) (0.123)

*Diferencgas significativas pelo teste y? (p<0.05)
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