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. cada momento, cada situacio, que enfrentamos em nossas trajetorias € um
desalio, uma oportunidade unica de aprender, de se tornar uma pessoa melhor. 56

depende de nos, das nossas escolhas...”

Albert Einstein

“Bom mesmo é ir a luta com determinagao, abracar a vida com paixao, perder

com classe e vencer com ousadia... pois o triunfo pertence a quemn se atreve.”

Charles Chaplin



RESUMO

A criptosporidiose é causada por espécies de protozoarios do género Cryptosporidium,
apresentando distribuicdo mundial, ocorrendo nos seres humanos e em varias espécies de
animais domésticos e silvestres, possuindo importancia em saude publica e veterinaria. O
estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. nos animais capturados
no Campus Fiocruz da Mata Atlantica, situado em regido de transicao entre area de mata nativa
e antropizada, com marcante interacdo entre seres humanos e animais domésticos e silvestres.
Foram coletadas 55 amostras de fezes de animais, sendo 46 de cdes domésticos (Canis lupus
familiaris), cinco de gambas-de-orelha-preta (Didelphis aurita) e quatro pools de fezes de
galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus). As amostras de cdes domésticos e os pools de
fezes de galinhas de capoeira foram analisadas por meio das técnicas ELISA e gPCR. Na técnica
ELISA, a positividade foi de 6,52% (3/46) entre as amostras caninas e nenhum pool de fezes
das galinhas de capoeira foi positiva. Na gPCR, 10,86%(5/46) das amostras caninas e 75%(3/4)
dos polls de fezes de galinhas de capoeira apresentaram positividade. Enquanto que nas
amostras de gambéas analisadas pela qPCR apresentaram 80% (4/5) de positividade. Os
resultados apresentados no presente estudo, demostraram a presenca de Cryptosporidium spp.
em fezes de animais domésticos e silvestres de area antropizada de Mata Atlantica e indica uma
maior capacidade de deteccdo para pesquisa de Cryptosporidium spp. pela técnica gPCR,
quando comparada a técnica ELISA.

Palavras-chave: Animais Domésticos, Animais Selvagens, Mata Atlantica, Ensaio
imunoenzimatico, Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real, Cryptosporidium spp.,

Epidemiologia.



ABSTRACT

Cryptosporidiosis is caused by species of Cryptosporidium protozoa of the genus, with
worldwide distribution, occurring in humans and several species of domestic and wild animals
having importance for public and animal health. The study aimed to evaluate the occurrence of
Cryptosporidium spp. of animals trapped in Campus Fiocruz Atlantic Forest, located in the
transition region between area native and disturbed forest, with remarkable interaction between
humans and domestic and wild animals. Fifty-five samples of animal feces were collected, forty
six of domestic dogs (Canis lupus familiaris), five possum-eared black (Didelphis aurita) and
four pools of feces from poultry chickens (Gallus gallus domesticus). Samples of domestic dogs
and pools of farmyard chickens feces were analyzed by means of ELISA and gPCR techniques.
In ELISA, the positivity was 6.52% (3/46) of the canine samples and no pool of feces of poultry
chickens was positive. In gPCR, 10.86% (5/46) of the canine samples and 75% (3/4) of polls
of farmyard chickens feces were positive. While in opossums samples analyzed by gPCR
showed 80% (4/5) of positivity. The results presented in this study demonstrated the presence
of Cryptosporidium spp. in domestic and wild animal feces of disturbed areas of the Atlantic
Forest and indicates a greater detection capability for Cryptosporidium spp. research by qPCR

technique compared to ELISA.

Keywords: Domestic Animals, Wildlife, Atlantic Forest, Enzyme Immunoassay, Real Time

Reaction Polymerase Chain, Cryptosporidium spp., Epidemiology.
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1. INTRODUCAO

Cryptosporidium € um protozoario causador da criptosporidiose em seres humanos e
animais, doenca emergente considerada uma das principais causas de gastroenterite
mundialmente e um grave problema de salde puablica em criangcas e individuos
imunodeficientes, principalmente portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) /
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). A criptosporidiose pode causar desnutricao
e em longo prazo o comprometimento da aptiddo fisica e cognitiva em criangas menores de
cinco anos de idade, bem como o aumento do risco de mortalidade em individuos
imunodeficientes.

O agente é um parasito intracelular obrigatorio, passando por desenvolvimento em um
vacuolo parasitéforo e evoluindo para encistamento, fase de formacgdo dos oocistos, 0 estagio
infectante e de resisténcia do parasito (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000).

Transmitido por via feco-oral, normalmente por meio da ingestdo de qualquer material
contaminado com fezes, contendo a forma infectante em concentracdo suficiente para que
cause infeccdo num hospedeiro susceptivel. Por meio do contato pessoa-pessoa, pessoa-animal
e animal-animal; ingestdo de agua potavel ou de recreio (piscinas e lagos) e alimentos
infectados com oocistos; e supostamente pelo ar (SAVIOLI; SMITH; THOMPSON 2006;
SMITH et al., 2007).

Por ser um patdgeno de significativa importancia para a satde publica e considerando
sua relevancia em surtos por veiculacdo hidrica, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o
classifica como um dos patdgenos de referéncia na analise de dgua potavel, sendo um indicativo
da qualidade da agua em ambito mundial. Este protozoario ainda é classificado como o quinto
entre os dez patégenos de maior importancia na transmissdo por meio de alimentos pela
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) /(OMS), transmitido
principalmente por produtos frescos, suco de fruta e leite (FAO, 2014; SMITH; NICHOLS;
GRIMASON, 2005).

Embora as pesquisas ao longo dos Gltimos anos tenham ampliado nosso conhecimento
sobre Cryptosporidium, questfes-chaves em relagéo a interacdo parasito- hospedeiro, invasdo
celular, transmissdo e epidemiologia ainda permanecem indefinidos. No Brasil, apesar do
crescente aumento na investigacdo do agente, fatores relacionadas a epidemiologia e
classificacdo das espécies desse patdgeno no pais, ainda ndo estdo completamente esclarecidos
(MEIRELES, 2010).
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N&o existem estudos relacionados ao Cryptosporidium no Campus Fiocruz da Mata
Atlantica (CFMA). Essa area fica dentro dos limites urbanos da cidade do Rio de Janeiro,
cercada por floresta preservada e protegida, constantemente influenciada por acao antropica. A
regido € composta por comunidades que se desenvolvem com precario saneamento basico e
infraestrutura urbana. O CFMA se torna uma area de importancia para investigacao de doencas
zoondticas devido a forma precéria e insalubre em que vivem grande parte dos habitantes e

pela circulacdo de animais domésticos e silvestres no peridomicilio.
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2. PRESSUPOSTO TEORICO

2.1. ASPECTO HISTORICO

O protozoario Cryptosporidium foi observado pela primeira vez em 1907 no epitélio
géastrico de camundongos por Ernest Edward Tyzzer (TYZZER, 1907), médico parasitologista
da Universidade de Harvard, em Boston, USA (WELLER, 1978). O autor € responsavel pelas
trés primeiras publicacdes sobre o agente, definindo o que sabemos atualmente sobre a biologia
e ciclo de vida das espécies Cryptosporidium muris e C. parvum (SLAVIN, 1995).

O parasito torna-se foco de pesquisa, quando em 1955 foi associado pela primeira vez
como agente causador de doenca em animais, sendo encontrado como causa de diarreia em
perus (PANCIERA; THOMASSEN; GARNER, 1971). Porém, somente em 1970 ganha maior
atencdo médica veterinaria, quando descrito acometendo bezerros (NIME et al., 1976). Desde
entdo, o contato com bovinos tem sido considerado uma importante causa de criptosporidiose
zoondatica.

O primeiro relato em humanos foi em 1976 (D’ANTONIO et al., 1985), tendo o
reconhemento de sua importancia para satde publica no final do século passado, como ameaca
aos individuos com HIV/SIDA e a outros individuos imunodeficientes, assim como causa de
surtos por veiculacdo hidrica (CURRENT et al., 1983; HAYES et al., 1989; MAC KENZIE et
al.,1994; SMITH; ROSE, 1998).

No Brasil, o primeiro registo de criptosporidiose em seres humanos data de 1985
(WEIKEL et al., 1985), estando relacionado a pacientes com sintomatologia diarreica, com
imunodeficiéncia ou ndo. Nos anos seguintes, os trabalhos voltaram-se para pacientes
portadores de HIV (COURA, 1987; DIAS et al, 1988; LOUREIRO; LINHARES, 1986).

2.2. TAXONOMIA

O género Cryptosporidium (localiza-se no interior da membrana celular do hospedeiro;
possui a capacidade de autoinfeccdo; e resisténcia a quaisquer agente antiparasitario) é
classificado como pertencente ao Filo Apicomplexa (possui complexo apical), Classe
Sporozoae (reproduz por ciclos sexuado e assexuado), Subclasse Coccidia (ciclo de vida por
gametogonia, esporogonia e merogonia; e 0 00cCisto composto por esporozoitas infectantes
resultantes da esporogonia), Ordem Eucoccidiida (reproducdo por esquizogonia), Subordem

Eimeriina (desenvolvimento de macrogametas e microgametas), Familia Cryptosporidiidae
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(possui quatro esporozoitos no interior do oocisto de parede espessa) (LEVINE, 1988; RYAN;
FAYER; XIAQ, 2014).

A classificacdo taxondmica do Cryptosporidium vem sendo questionada, embora seja
ainda classificado como coccidio (TZIPORI, 1983). Certas particularidades o diferenciam
deste, como a localizagcdo do Cryptosporidium no interior da célula hospedeira em um
compartimento extracitoplasmatico; a presenca de uma organela alimentar; a presenca de dois
tipos de oocisto, de parede espessa e de parede fina; a capacidade de autoinfeccdo por meio do
oocisto de parede fina; e a resisténcia a todos os anticoccidianos (CARRENO; MARTIN;
BARTA, 1999; ROSALES et al., 2005).

Estudos detalhados de suas caracteristicas filogenéticas, bioldgicas e morfoldgicas
demonstram similaridades com os gregarinas (HIJJAWI et al., 2002; VALIGUROVA et al.,
2007). A alta proximidade filogenética com este grupo é constatada mediante a analise
molecular do gene SSU rRNA (gene codificante da subunidade menor microssomal)
(HIJJAWI; BOXELL; THOMPSON, 2009) e similaridades morfolégicas e bioldgicas, como o
estadgio de desenvolvimento gamont-like (PLUTZER; KARANIS, 2009). Porém, apesar de
todas divergéncias taxondmicas relacionadas ao protozoario, esse ainda é atribuido a subclasse
Coccidia.

Atualmente, sdo 29 espécies validas (RYAN; FAYER; XIAO, 2014; ZAHEDI et al,
2016) (Tabela 1) e cerca de 50 gendtipos (FAYER, 2010; XIAO; FENG, 2008a). Das espécies
descritas, dezessete sdo reportadas causando criptosporidiose em humanos, sendo dezesseis
com potencial zoon6tico, como: Cryptosporidium muris, C. felis, C. meleagridis, C. parvum,
C. andersoni, C. canis, C. suis, C. bovis, C. fayeri, C. xiaoi, C. ubiquitum, C. cuniculus, C.
tyzzeri, C. viatorum, C. scrofarum. C. erinacei. O C. hominis e o C. parvum sao as espécies
mais importantes em salde publica, responsaveis pela maior parte das infeccdes em seres
humanos e  esporadicamente  sdo  descritos C.  meleagridis, C. felis,
C. suis, C. muris, C. andersoni, C. canis e C. cuniculus (CHALMERS; KATZER, 2013; XIAO
et al, 2001). Segundo Chalmers e Katzer (2013), as espécies de importancia sintomatologica e
econbmica para os animais sdo o C. parvum (ruminantes pré-desmame), o C. meleagridis
(aves), o C. canis (cées filhotes), o C. felis (gatos filhotes), o C. serpentis (cobras), e o C. varanii

(répteis).
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Quadro 1- Espécies de Cryptosporidium em mamiferos

Espécie

Autor

Principal hospedeiro

Reportado em seres
humanos

C. muris

Tyzzer (1907,1910)

Roedores

Inimeros relatos
Guyot et al., 2001; Gatei et
al., 2002; Tiangtip;
Jongwutiwes, 2002; Gatei
et al., 2003; Palmer et
al.,2003; Gatei et al., 2006;
Leoni et al., 2006;
Muthusamy et al., 2006;
Azami et al., 2007; Al-
Brikan et al., 2008;
Neira et al., 2012;
Hasajova et al., 2014;
Petrincova et al., 2015;
Spanakos et al., 2015

C. wrairi

Vetterling et al. (1971)

Porquinho-da-india

N3o relatado

C. felis

Iseki (1979)

Felinos

Muitos relatos (cf. Lucio-
Forster et al.2010)

C. parvum

Tyzzer (1912)

Ruminantes

Relato comum em
humanos

C. andersoni

Lindsay et al. (2000)

Bovinos

Leoni et al.(2006);
Morse et al.(2007);
Waldron et al.(2011);
Agholi et al.(2013);
Jiang et al., 2014;
Liu et al.(2014)

C. canis

Fayer et al. (2001)

Caes

Muitos relatos (cf. Lucio-
Forster et al.2010)

C. hominis

Morgan-Ryan et al.
(2002)

Homens

Relato comum em
humanos

C. suis

Ryan et al. (2004)

Porcos

Xiao et al. (2002)a;
Leoni et al. (2006);
Cama et al. (2007);
Wang et al.(2013)a

C. bovis

Fayer et al.(2005)

Bovinos

Khan et al.(2010);
Ng et al.(2012);
Helmy et al.(2013)

C. fayeri

Ryan et al.(2008)

Marsupiais

Waldron et al. (2010)

C. macropodum

Power and Ryan (2008)

Marsupiais

N3o relatado
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Quadro 1- Espécies de Cryptosporidium em mamiferos (continuagéo)

C. ryanae

Fayer et al. (2008)

Bovinos

N3o relatado

C. xiaoi

Fayer et al. (2010)

Ovinos e caprinos

Adamu et al. (2014)

C. ubiquitum

Fayer et al. (2010)

Ruminantes,
roedores e primatas

Fayer et al.2010;
Elwin et al.2012

Re: Robinson et

Chalmers et al.(2009);
Anon (2010);
Molloy et al.(2010);

C. cuniculus al.(2010) . Coelhos Chalmers et al.(2011);
Inman & Takeuchi,
(1979)a Anson et al., 2014;
Koehler et al., 2014;
Chalmers, 2012
Re: Ren et al.(2012)
C. tyzzeri Tyzzer (1912) Camundongos Raskovaet al.(2013)
(C. parvum)a
. . Elwinet al.(2012);
C. viatorum Elwinet al.(2012) Homens Insulander et al.(2013)
C. scrofarum Kvacet al.(2013) Porcos Kvac et al.(2009a);

Kvac et al.(2009b)

C. erinacei

Kvacet al.(2014)

Ouricos e cavalos

Kvac et al.(2014)

C. rubeyi

Li et al.(2015)

Esquilos

N3o relatado

Fe: Rediscricdo; a: Descrico inicial

Fonte: Adaptado de RYAN; FAYER; XIAO, 2014; ZAHEDI et al, 2016.
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Quadro 2- Espécies de Cryptosporidium em aves, anfibios, peixes e répteis.

Espécie

Autor

Principal hospedeiro

Reportado em seres
humanos

C. serpentis

Levine (1980)

Cobras e lagartos

N3o relatado

C. meleagridis

Slavin (1955)

Aves

Relato comum em

humanos

C. varanii Pavlasek et al. (1995) Lagartos Ndo relatado

C. baileyi Current et al. (1986) Aves Ndo relatado
) Alvarez-Pellitero & . ~

C. molnari Sitja-Bobadilla (2002) Peixes Nao relatado
) Re: Ryanet al.(2003) o

C. galli Pavlasek (1999)a Aves Nao relatado

C. fragile Jirkuet al. (2008) Sapos Ndo relatado

C. huwi Ryan et al. (2015) Peixes Ndo relatado

C. scophthalmi

Alvarez-Pellitero
et al., 2004; Costa
et al., 2015

Peixe (Psetta
maxima)

Ndo relatado

a: DescricHo inicial

Fonte: Adaptado de RYAN; FAYER; XIAO, 2014; ZAHEDI et al, 2016.
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2.3. ASPECTOS BIOLOGICOS E CLINICOS
O ciclo bioldgico é monoxeno, concluido dentro do trato gastrointestinal de um Unico
hospedeiro (ROSALES et al., 2005), passando pelas fases de merogonia, gametogonia e

esporogonia (Figura 1).

Figura 1- Ciclo bioldgico Cryptosporidium spp.
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Fonte: Adaptado de SMITH; NICHOLS; GRIMASON, 2005.

Fezes

O mecanismo de transmissdo ocorre principalmente por via feco-oral, por meio do
contato direto com fezes humanas ou de animais (JOHANSEN et al., 2014; SMITH, 2006),
pelo contato pessoa-pessoa, comum em locais de aglomeragdes como escolas (HELLARD et
al., 2003) e hospitais e em atividade sexual (SPONSELLER; GRIFFITHS; TZIPORI, 2014);
ou de forma zoonotica, transmitida do animal vertebrado para o homem; pela exposicdo
indireta por ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos (SMITH, 2007); e ha
relatos de transmissdo por via inalatéria (BARTA; THOMPSON, 2006; STEIN et al, 2006).
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Normalmente o Cryptosporidium spp. acomete o intestino delgado, porém pode ser
encontrado no intestino grosso e em locais extra-intestinais, tais como: trato respiratorio,
vesicula biliar, pancreas, esofago, estdbmago, figado, faringe e apéndice (BOUZID et al., 2013;
CHACIN-BONILLA; CHENG-NG, 2008).

O oocisto ingerido sofre acdo da temperatura, pH, sais biliares e proteases que agem em
sua parede causando o desencistamento e liberagdo dos quatro esporozoitas contidos em seu
interior. Os esporozoitas sdo moveis e se deslocam para a regido apical das células do trato
intestinal. Por meio de receptores especificos (SMITH; NICHOLS; GRIMASON, 2005),
aderem as células epiteliais do intestino e sdo englobados pela membrana da célula hospedeira,
internalizando e formando um vacuolo parasitoforo intracelular, mas extracitoplasmatico, onde
diferenciam-se em trofozoitas. Estes, apds mdltiplas divisbes assexuadas (merogonia),
desenvolvem-se em duas geragdes de merontes, tipo I e 11 (BARTA; THOMPSON, 2006;
VALIGUROVA et al., 2007). Os merontes do tipo I, liberam de seis a oito merozoitas no limen
intestinal, que invadem outras células, podendo continuar o ciclo assexuado, através da
formacdo de merontes do tipo | ou se diferenciar em meronte tipo II. Os quatro merozoitas
produzidos pelo meronte tipo II sdo liberados e iniciam a fase sexuada do ciclo, diferenciando-
se em macro e microgametécitos. Os macrogametocitos evoluem para macrogametas imoveis
e permanecem no interior da célula hospedeira. J& os microgametécitos evoluem para
microgametas moveis e quando livres, fertilizam os macrogametas gerando zigotos, que
encistam dando origem a oocistos de parede grossa ou de parede fina, que sdo liberados no
limen intestinal e esporulam. Os oocistos de parede fina tornam-se fonte de autoinfeccéo,
desencistando e liberando esporozoitas que continuaram a infectar as células intestinais, e os
oocistos de parede grossa séo eliminados junto as fezes para o ambiente (ALBUQUERQUE et
al., 2012; BARTA; THOMPSON, 2006).

A perda estrutural das vilosidades intestinal, devido a invasdo das células epiteliais na
borda luminal e as reagcdes imunoldgica e inflamatdria do hospedeiro, leva ao comprometimento
da osmolaridade, diminuindo a absor¢do e aumentando a secrec¢éo intestinal, que desencadeiam
a diarreia. A sintomatologia é dependente do estado imunoldgico do hospedeiro, podendo ser
autolimitante ou assintomatica em hospedeiros imunocompetentes e crbnica a fatal em
hospedeiros imunodeficientes. A gravidade dos sintomas é influenciada pela idade, estado
nutricional, imunidade, numero de oocistos ingeridos e a especie infectante (CHALMERS;
DAVIES, 2010).



23

2.3.1. Aspectos clinicos nos seres humanos

Nos seres humanos, individuos imunodeficientes, particularmente portadores HIV e
criancas menores de cinco anos de idade, possuem maior pré-disposicdo a infeccdo por
Cryptosporidium spp. e o desenvolvimento da forma mais grave da doenca (BOUZID et al.,
2013). Em individuos imunocompetentes, normalmente a criptosporidiose € assintomatica ou
autolimitante.

Os sintomas comuns sdo diarreia leve a grave, desconforto abdominal, nauseas, febre
baixa, e sintomas inespecificos, tais como: mialgia, dor de cabeca e anorexia, que podem durar
de uma a duas semanas em individuos imunocompetentes ou até meses em individuos
imunodeficientes (BARTA; THOMPSON, 2006; JOKIPII, 1986). Em criangas menores de
cinco anos de idade, pode gerar desnutricdo afetando seu desenvolvimento fisico e intelectual
a longo prazo, associado a episodios prolongados de diarreia (BARTELT et al., 2013; LIMA et
al., 2000).

O grau de comprometimento imunoldgico do hospedeiro esta relacionado as infecgdes
em regibes diferentes do local comumente afetado, como acometimento de todo o sistema
gastrointestinal (vesicula biliar e ducto pancreatico), causando pancreatite, colecistite e
colangite esclerosante, e o sistema respiratorio, com envolvimento trdqueo-brénquica e dos
seios nasais (CHALMERS; DAVIES, 2010).

Apresenta baixa dose infectante (10-30 oocistos), mesmo em individuos
imunocompetentes. O periodo de incubacdo médio da doenca tende a ser de 7 dias (intervalo
de 1 a 12 dias), com duracdo média de 12 dias (variacdo 2-26 dias), podendo haver excre¢édo de
oocistos pelo hospedeiro por até 60 dias ap6s a recuperacdo clinica (CACCIO; POZIO, 2001,
DUPONT et al., 1995; OKHUYSEN et al., 1999).

2.3.2. Aspectos clinicos em cées

Os animais infectados, normalmente sdo assintomaticos ou podem manifestar diarreia
crénica ou intermitentes. O imunocomprometimento do animal, geralmente associada a
doencas imunossupressoras e coinfec¢bes com outros patdgenos € o fator predisponente para
aumento da susceptibilidade a infec¢do por Cryptosporidium spp. e a gravidade dos sintomas
(ABE etal., 2002; FAYER et al., 2001; MORGAN et al., 2000). Normalmente a infec¢éo ocorre
pela espécie C. canis, porém C. parvum e C. muris também foram detectados (ABE; KIMATA,
ISEKI, 2002; FAYER et al., 2001; LUPO et al., 2008)
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A sintomatologia esta relacionada com diarreia aquosa, anorexia e perda de peso,
ocorrendo o agravamento dos sintomas em caso de infecgdes concomitantes (SCORZ;
TANGTRONGSUP, 2010).

2.3.3. Aspectos clinicos em aves

Em aves, a criptosporidiose acomete o trato respiratorio e gastrointestinal, normalmente
apenas uma forma da doenca é encontrada. Porém, pode ser encontrado em outras regides, como
a bursa de Fabricius, conjuntiva ocular, ouvido médio, pancreas e rins (NAKAMURA;
MEIRELES, 2015).

As espécies Cryptosporidium baileyi, C. meleagridis e C. galli sdo as mais encontradas
infectando diversas espécies de aves e o gendtipo aviario (I-V), genotipo de ganso (I-1V), o
gendtipo galinhola euro-asiatico e geno6tipo pato preto, ja foram reportados (NAKAMURA,;
MEIRELES, 2015; RYAN, 2010).

A infecdo por Cryptosporidium spp. pode estar associada a co-infec¢des, podendo
resultar em mortalidade. A espécie C. baileyi e gendtipo aviério Il, sdo responsaveis por infectar
0 sistema respiratorio (cornetos nasais, nasofaringe, seios nasais, laringe, traquéia, pulmdes e
sacos aéreos), ouvido médio e conjuntiva ocular. Causando sinusite (“cabega inchada”),
espirros, dispneia, conjuntivite, depresséo, letargia, anorexia, podendo desencadear 0 aumento
da mortalidade (SRETER; VARGA, 2000; NAKAMURA; MEIRELES, 2015). Na infecgo
pela espécie C. baileyi, causa infec¢do grave da bursa de Fabricius, podendo levar a supressao
da resposta humoral em aves (HAMIDINEJAT et al., 2014; LINDSAY; BLAGBURN, 1990;
NAKAMURA; MEIRELES, 2015).

A infecgdo pela espécie C. galli, o gen6tipo aviario Il e o gendtipo galinhola euro-
asiatico, acometem o sistema gastrico, causando vémitos, perda de peso e lesdes no
proventriculo (NAKAMURA; MEIRELES, 2015).

Normalmente, a infeccdo por C. meleagridis é subclinica, mas quando sintomatico a
infeccdo acomete o sistema entérico, levando a enterite, diarreia, distenséo intestinal e
mortalidade (BAROUDI, D. et al., 2013; NAKAMURA; MEIRELES, 2015; MORGAN et al.,
2001; RYAN, 2010).

O periodo pré-patente € em média de 2-7 dias e o periodo patente de 4-32 dias
(SRETER; VARGA, 2000).
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2.3.4. Aspectos clinicos em Gambas
S0 escassas as informacdes sobre 0s aspectos clinicos da doenga em animais silvestres.
Os gambés sdo aparentemente assintomaticos (HILL; DEANE; POWER,2008). As

especies C. fayeri e C. macropodum sao descritas infectando marsupiais (POWER, 2010).

2.4. TRATAMENTO

Atualmente ndo existe tratamento preconizado para a criptosporidiose. A doenca €
autolimitante em individuos imunocompetentes, reduzindo os sintomas espontaneamente. As
principais estratégias de tratamento estdo relacionadas a administracdo de tratamento
sintomatico associado a terapia de suporte, incluindo terapia de reidratacdo, reposicao de
eletrolitos, suporte nutricional e agentes antimotilidade.

A Nitrozoxamida, composto tiazole, é o unico medicamento licenciado pelo Food and
Drug Administration (FDA) nos EUA, para o tratamento da criptosporidiose no homem
imunocompetente e criancas maiores de um ano de idade, ndo sendo recomendado para
pacientes imunodeficientes (FOX; SARAVOLATZ, 2005). Para os imunodeficientes, o
tratamento baseia-se na melhora do estado imunolégico, ja que o grau de imunossupressdo esta
associado com a manifestagdo mais cronica e debilitante da criptosporidiose.

Para os animais, ha estudos da efetividade no tratamento da doenca com Nitrozoxamida,
Lactato Halofuginona (PATERMANN et al., 2014), associacbes de Metronidazol e
Furazolidona (RANDHAWA, 2012), Paramomicina, Azitromicina (NASIR, 2013), e outras
drogas (SHAHIDUZZAMAN; DAUGSCHIES, 2012).

E necessario o desenvolvimento de farmacos eficazes contra o Cryptosporidium,

principalmente para os individuos imunodeficientes, e uma vacina segura e eficaz.

2.5. IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA E EPIDEMIOLOGIA

O género Cryptosporidium acomete diferentes espécies de vertebrados, tais como aves,
répteis, peixes, anfibios, humanos e outros mamiferos, podendo infectar um ou varios
hospedeiros, dependendo da espécie ou gendtipo do agente. Possui distribuicdo cosmopolita,
exceto na Antartica, sendo reportado em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, afetando
pessoas em mais de 106 paises (FAYER; XIAO, 2008; XIAO et al., 2001).

O agente é responsavel por causar diarreia moderada a grave, desnutri¢do e consequente

deficiéncia de desenvolvimento fisico e intelectual em criangas de varios paises, incluindo o
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Brasil (BARTELT et al., 2013). E apontado como um dos quatro principais agentes etioldgicos
graves associados a diarreia infantil nos paises em desenvolvimento. Na Africa Subsaariana e
sul da Asia é considerado o segundo agente causador de diarreia em criangas, perdendo apenas
para rotavirus (KOTLOFF et al., 2013).

Representa uma importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes com SIDA.
Estudos em todo o mundo tém demonstrado uma prevaléncia de até 47% de criptosporidiose
em pacientes imunodeficientes (YOUSSEF et al., 2008). Em regides onde o agente é endémico,
h& risco de morte para pacientes em tratamento com imunossupressores, por exemplo
transplantados (EDVINSSON et al., 2009).

Surtos de criptosporidiose vém ocorrendo em todo o mundo, principalmente devido a
contaminacdo de fontes de agua potavel com oocistos, correspondendo a 60,3% dos surtos
reportados, tendo maior ocorréncia na Australia, América do Norte e Europa (BALDURSSON;
KARANIS, 2011; GUZMAN-HERRADOR, et al., 2015). Os surtos estdo relacionados a
veiculacdo hidrica (dgua potavel ou de recreacdo - piscinas, lagos), alimentar (alimentos ndo
alcoolicos como cidra, produtos frescos, suco de fruta, vegetais crus, leite), contato com animais
de fazenda durante visitas e pessoas com diarreia (COPE et al., 2015; HUNTER et al., 2004;
ROSE; SLIFKO, 1999; SMITH; NICHOLS, 2010).

Devido a importancia para a saude publica e relevancia como causa de surtos por
veiculacdo hidrica, a OMS classifica o Cryptosporidium como um dos patdgenos de referéncia
na andlise de dgua potavel, sendo um indicativo da qualidade de &gua em ambito mundial, e 0
quinto entre os dez patdgenos de maior importancia na transmissdo de alimentos pela
Organizacdo das NacOes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (FAO) / OMS (FOA, 2014;
RYAN; FAYER; XIAO, 2014; SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006).

As espécies responsaveis pela maior parte dos surtos sdo o C. parvum e o C. hominis.
Recentemente, o C. cuniculus causou um surto por veiculacao hidrica na Inglaterra (RACHEL
et al, 2009). O maior surto de transmissdo por veiculacdo hidrica ocorreu em 1993 nos EUA,
em Milwaukee, onde 400.000 pessoas se infectaram apds consumirem agua potavel (MAC
KENZIE et al, 1994). O segundo maior surto ocorreu recentemente em 2010 na Suécia, em
Ostersund, onde 27.000 pessoas se infectaram com C. hominis ap6s 0 consumo de agua potavel,
sendo considerado o maior surto conhecido na Europa (MICAEL et al, 2014).

Existem varios fatores que corroboram para o elevado nivel de contaminagdo ambiental,
0 aumento da probabilidade de transmisséo e o desenvolvimento da doenca, tais como: 0
acometimento de um ampla gama de hospedeiros; a eliminagdo de oocistos na forma infectante;

a baixa dose infectante; o tempo de eliminacdo dos oocistos, que pode ocorrer mesmo apds a
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eliminag&o dos sintomas; o numero de oocistos eliminados; a resisténcia ao estresse ambiental
e a desinfec¢do padrdo, podendo sobreviver por meses no ambiente ou a cloracdo da agua de
beber; a concentracdo de oocistos ingeridos e a viruléncia da espécie; e o nivel de imunolégico
do hospedeiro (GRACZYK; FRIED, 2007; PUTIGNANI; MENICHELLA, 2010). Os
principais fatores de risco estdo relacionados a idade (criangas menores de cinco anos), ao
estado imunoldgico (imunodeficientes), ao contato com individuos diarreicos e animais de
fazenda, viagens para areas endémica, agua de recreio e a ingestdo de agua ndo tratada
adequadamente para eliminag&o de oocisto (CACCIO et al, 2005).

A criptosporidiose demonstra diferencga sazonal global em relagéo aos picos de infec¢éo,
com altos indices no verdo e outono, podendo existir uma associagdo entre 0s picos em periodos
chuvosos, devido a maior probabilidade de contaminacéo dos recursos hidricos (PUTIGNANI;
MENICHELLA, 2010; TELLEVIK, et al., 2015). Os paises da Oceania (Australia, Nova
Zelandia) e do Reino Unido apresentam altos picos na primavera e picos menores no outono.
Na América do Norte, Canada e parte da Europa, apresentam altos picos no final do verdo (LAL
et al, 2012). No Brasil, ndo existem estudos que possam contribuir para estas informacoes.

As espécies zoonoticas de Cryptosporidium e a espécie C. hominis, demostram
diferencas no modo de transmisséo entre paises em desenvolvimento e desenvolvido, e entre
areas rurais e urbanas em paises desenvolvidos, especialmente em relagdo a transmissao
zoondtica (XIAO; FAYER, 2008b). Das espécies de Cryptosporidium comumente encontradas
infectando 0 homem, o C. parvum e C. hominis sdo responsaveis por mais de 90% dos casos
humanos de criptosporidiose na maioria das regides (XIAO et al, 2004).

A prevaléncia da infecgdo em seres humanos e animais varia dependendo da localizagéo
geogréfica, padrdo de higiene, estacdo do ano, idade, proximidade de exploracdo e contato
direto com animais de fazenda. Valores altos de prevaléncia tendem a serem observados em
areas de baixas condi¢cBes socioecondmicas, ligado ao baixa qualidade alimentar e
infraestrutura de moradia (BECKER; OLOYA; EZEAMAMA, 2015), e em area rural
comparado as comunidades urbanas, locais de clima quente, paises em desenvolvimento e
acometendo individuos jovens e imunodeficientes (GIANGASPERO; BERRILLI;
BRANDONISIO, 2007; HUANG; WHITE, 2006; MAK, 2004).

Em geral, a prevaléncia de C. hominis e C. parvum em humanos, varia em diferentes
regides do mundo, sendo em media de 62% em alguns locais na América do Norte e Sul,
Australia e Africa, e de 57% em areas da Europa, principalmente no Reino Unido (CACCIO et

al, 2005). O C. parvum ¢é mais comum no Oriente e 0 C. hominis é dominante no restante do
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mundo, principalmente em paises desenvolvidos. Na Europa predomina de C. parvum e C.
hominis em igual proporgéo (XIAO, 2010).

Segundo Bushen et al. (2007), apesar de ndo haver diferencas entre C. hominis e C.
parvum na ocorréncia de diarreia, estes apresentam diferentes efeitos nutricionais em criancas
infectadas. O C. hominis tende a causar maiores deficiéncias de crescimento infantil, mesmo na
auséncia de sintomas.

Economicamente, Cryptosporidium spp. é responsavel por afetar bezerros e cordeiros,
retardando o desenvolvimento, diminuindo a producao e podendo levar a mortalidade, além de
causar doenca respiratoria em aves domésticas e de caca (BOUZID et al., 2013).

Os animais séo potenciais hospedeiros de Cryptosporidium spp., podendo desempenhar
um importante papel na transmissdo e contaminacdo ambiental para os seres humanos e outros
animais. O contato com bovinos ou animais de fazenda tem sido incriminado como um alto
indicio de transmissdo zoonotica por C. parvum, para estudantes de veterinaria, pesquisadores
e criangas (XIAO; FAYER, 2008b).

A importancia dos cées e gatos na transmissdo zoondtica ainda nao esta muito clara,
apesar das espécies C. canis e C. felis, comuns nessas espécies de hospedeiros, serem relatadas
infectando individuos imunodeficientes (LUCIO-FORSTER et al, 2010; THOMPSON;
PALMER; O’HANDLEY, 2008).

Varias espécies de animais silvestres sdo infectadas por Cryptosporidium spp., apesar
da pouca informacdo sobre as espécies e genotipos que parasitam esses animais e a interacédo
entre estas e 0s seres humanos, podem ser fonte de contaminacdo e manutencdo de agente no
ambiente (APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005; FENG, 2008; REBOREDO-
FERNANDEZ et al. 2015). Para a saude publica, o gendétipo cervine, infecta diferentes
hospedeiros, sendo descrito com significativo potencial zoonoético, além do C. parvum e C.
muris identificados infectando animais silvestres (FENG, 2008). Porém, estudos sédo

necessarios para melhor determinar a sua importancia zoonoica.

2.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A criptosporidiose humana ou animal pode ser diagnosticada através de varios métodos
laboratoriais pela deteccao de oocistos nas fezes, em ambiente, agua ou alimentos (CHEN et al,
2002; JEX et al, 2008). O diagndstico da infeccdo pelo Cryptosporidium spp. é comumente
feito por analise fecal utilizando exame microscépico, sendo normalmente combinada com

técnicas de coloragdo ( Ziehl-Neelsen, Auramina, Safranina, Kinyoun, Verde de Malaquita),
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podendo o esfregaco fecal ser corado diretamente ou apds técnicas de concentragdo, como a
técnica de flutuagdo por meio da utilizacdo de solucBes saturadas de sacarose ou técnica de
sedimentacdo, com o formaldeido-éter, para facilitar a deteccdo do oocisto (LALLO;
BONDAN, 2006; MUNDIM et al., 2007). A combinacéo das técnicas facilita a visualizacdo e
deteccdo do patdgeno, devido ao pequeno tamanho do oocisto que mede de 4-6um de didmetro
e por possuir ciclo de eliminacdo intermitente, com variacdo na densidade de oocistos
eliminados nas fezes. Essas técnicas demandam tempo e apresentam sensibilidade e
especificidade variadas (SMITH et al., 2007).

A técnica microscopica possui algumas limitagdes ligadas a sensibilidade em relagéo ao
nimero de oocistos presentes nas amostras, a experiéncia do microscopista, a demora na
obtencdo do resultado e a presenca de artefatos na amostra. Esses artefatos, possuem
morfologia e caracteristica alcool-acido-resistente semelhante ao oocisto de Cryptosporidium,
que podem gerar resultado falso-positivo. Uma outra limitacdo da técnica € o fato de ndo ser
possivel diferenciar por meio da morfologia e morfometria as espécies (FAYER; MORGAN;
UPTON, 2000; VAN DEN BOSSCHE et al, 2015).

Os métodos imunolégicos utilizados em amostras clinicas e ambientais, como o ensaio
imunoenzimético ELISA  (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) e testes
Imunocromatogréaficos, apresentam vantagens em relacdo a microscopia convencional, sendo
mais sensiveis e especificos, de facil execucdo e permitindo o processamento de um grande
namero de amostras num curto periodo.

A Imunofluorescéncia Direta (IFD), também um método imunol6gico, emprega
anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium marcados com isotiocianato de fluoresceina,
apresentando alta sensibilidade e especificidade em amostras clinicas e ambientais (JEX et al.,
2008). E uma técnica dispendiosa, com necessidade de um microscopico de fluorescéncia e
uma equipe treinada (CHALMERS et al., 2011 GARCIA; SHIMIZU, 1997).

A deteccdo de coproantigenos (antigenos em amostra fecal) por meio de ensaio
imunoenzimatico ELISA ¢é frequentemente utilizado em laboratdrios e em pesquisas
epidemioldgicas, apresentando maior sensibilidade que a técnica de microscopia convencional
(CHALMERS et al., 2011; GIADINIS et al., 2012; MORGAN; THOMPSON, 1998).

A utilizacdo de técnicas baseadas no reconhecimento molecular de um alvo especifico
do patogeno estdo cada vez mais sendo empregadas para o diagndéstico e pesquisa da infecgédo
por Cryptosporidium spp.. Essas contribuem para a melhor compreensdo da epidemiologia,
transmissdo, taxonomia, interacdo parasita-hospedeiro, biologia e diferenciacdo entre as

especies de Cryptosporidium (XIAO et al., 2004).
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Entre as técnicas moleculares, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é amplamente
utilizada como uma ferramenta de diagndstico em amostras clinicas e ambientais para a
deteccdo e diferenciacdo em nivel de espécie, genotipo e subgenotipo do patdgeno em intervalos
de tempo relativamente curtos. Baseia-se na amplificacdo exponencial de um fragmento de
acido nucléico selecionado por replicagcdo mediada por enzimas in vitro. Essa é extremamente
sensivel e especifica na deteccdo de Cryptosporidium, com disponibilidade de aplicacdo em
diferentes variacoes da tecnica (MORGAN; THOMPSON, 1998; SAEED; AHMAD, 2013).

As variagdes da PCR sao: “Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction” (RT —
PCR), “Nested Polymerase Chain Reaction” (Nested-PCR), “Restriction Fragment Length
Polymorphism Polymerase Chain Reaction” (RFLP-PCR), “Quantitative PCR” (qPCR), entre
outras. A PCR pode ser multiplex, detectando e diferenciando simultaneamente diferentes
espécies de patdgenos (STARK et al., 2011).

A PCR quantitativa (QPCR) é uma variacdo da PCR convencional, segue 0s principios
gerais desta, no entanto, permite a quantificacdo do produto por meio de fluorescéncia a medida
que a reacdo progride. E usada com sucesso para estimar carga parasitaria e realizar o
diagndstico pela pesquisa do DNA do parasito, constituindo uma grande vantagem no
monitoramento da infeccdo (ALONSO; AMOROS; CANIGRAL, 2011; HIGGINS et al., 2001).

Apesar da técnica de PCR apresentar maior sensibilidade em relacdo as técnicas
imunoldgicas, seu resultado pode ser comprometido devido a qualidade e quantidade do DNA
extraido e a presenca de inibidores (&cido himicos, bilirrubina, sais biliares e polissacarideos
complexos) na amostra (JIANG, J. et al., 2005; SAEED; AHMAD, 2013; SMITH et al., 2007).
Outra desvantagem do método é que ela apresenta alto custo e necessidade de infraestrutura,
assim como a alta competéncia técnica.

Para o diagnostico do Cryptosporidium por PCR, o gene Codificante da Subunidade
Menor Microssomal (SSU rRNA) é o alvo mais utilizado, por ser uma regido conservada, de
menor polimorfismo e permitir uma identificacdo especifica do parasita. A Proteina de Parede
do oocisto (COWP), o codificante de glicoproteina 60KDa (GP60), a proteina de choque
térmico de 70KDa (HSP-70), os locus de microssatélite 1 e 2, entre outros, também séo
empregados para identificar e classificar as espécies, genotipos ou subgenotipos (BAKHEIT et
al., 2008; SKOTARCZAK, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
l. Avaliar a ocorréncia da infecgdo por Cryptosporidium spp. em cées, galinhas de
capoeira e gambaés provenientes do Campus Fiocruz da Mata Atlantica (CFMA).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
l. Pesquisar coproantigenos de Cryptosporidium spp. por meio do ELISA em
amostras de cées e galinhas domésticas.
Il. Pesquisar o DNA de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de cdes, galinhas
domeésticas e gambas por meio da PCR quantitativa (QPCR).
. Estabelecer pardmetros comparativos frente aos resultados obtidos com as

técnicas imunolégica e molecular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. TRABALHO DE CAMPO

4.1.1. Area de estudo: Campus Fiocruz da Mata Atlantica (CFMA)

A érea de estudo localiza-se na regido de Jacarepagua, zona oeste da cidade do Rio de
Janeiro, ocupando a area cedida pela Unido, o Setor 1 administrado pela Fiocruz. Compde a
maior parte do fracionamento da Coldnia Juliano Moreira (CIJM), antigo hospital psiquiatrico
do Ministério da Saude que apds sua municipalizacio pelo Sistema Unico de Salde foi
subdividido em setores. Esse é 0 setor com area de floresta mais bem conservado da antiga
col6nia, estende-se por cerca de 5 milhGes de metros quadrados, sendo composto por 65% da
antiga CJM e 50% do Parque Estadual da Pedra Branca, que juntos somam cerca de 80% de
area remanescente da Mata Atlantica. O CFMA constitui ainda uma Area de Protecdo
Ambiental na parte que se encontra acima da cota dos 100 metros de altitude, formando um
corredor ecoldgico entre as encostas do Macico da Pedra Branca e do Macico da Tijuca. Além
disso, possui um rico conjunto arquiteténico e patrimonio cultural tombado pelos 6rgaos de
defesa do patrimonio histérico (FIOCRUZ, 2004; VIANA, 2012).

Ao longo dos anos, a rea sofreu com o desmatamento devido a utilizagdo de madeira
para lenha, apropriacdo da area para plantio comercial (cafeicultura) e de subsisténcia, assim
como a ampliacdo de areas de pastagem e de crescimento urbano, que comprometeram parte da
area de floresta.

Atualmente, encontram-se instaladas no territério do CFMA cinco comunidades
(Caminho da Cachoeira, Viana do Castelo, Sampaio Corréa, Faixa Azul e Fincéo) que totalizam
cerca de 225 familias, aproximadamente 800 moradores, a maioria descendentes de antigos
funcionarios da CIM (ISER/FIOCRUZ, 2004).

Na maioria das comunidades, existe a presenca de animais domésticos e de criacéo,
como: cées, galinhas, gansos, patos, porcos e cavalos. Em cerca de 63% das residéncias ha a
presenca de animais, que em sua maioria sdo criados soltos. Além destes, € comum a presenca
de animais errantes. A proximidade com a mata leva ao contato constante com animais
silvestres (pequenos roedores, marsupiais, cobras, lagartos, micos, tatus, lebres, saguis, preas,
ouricos e aves), que sao encontrados no peridomicilio (GOUVEIA, 2008).

As comunidades apresentam diferengcas marcantes em relagdo as condigOes de
salubridade, escolaridade e renda familiar. As comunidades Viana do Castelo e Sampaio Corréa

apresentam melhores condicGes socioecondmicas. As trés comunidades mais isoladas,
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Caminho da Cachoeira, Faixa Azul e Fincdo, muito se assemelham as comunidades rurais,
desprovidas dos beneficios da urbanizacéo.

Os principais problemas das comunidades estdo relacionados com a falta de rede de
esgoto e tratamento de agua. Grande parte das moradias possuem esgoto improvisado com
despejo de efluentes residenciais em valas a céu aberto proximo as residéncias ou diretamente
nos rios. A captacdo de agua é feita diretamente das cachoeiras locais, através de canos e
tubulagdes, muitas vezes danificados (VANINI et al., 2011).

A maior parte das moradias sdo precarias e em locais de risco, sujeitas a alagamento e
desmoronamento nos periodos de chuva. A falta de pavimentacao e estrutura de escoamento de
agua das chuvas e das cachoeiras, que tendem a transbordar na mesma época, agravam a
situacdo. Parte das comunidades ndo apresentam coleta regular de lixo, que sdo colocados em
cacambas coletivas ou coletores individuais, ato que atrai animais (VANINI et al., 2011).

E uma area marcada por assentamentos irregulares e condi¢des socioecondmicas
precarias. Tais situacdes propiciam a proliferacdo de vetores e disseminagdo de doencas, como:

dengue, leishmaniose e infeccBes gastrointestinais (verminoses e outras doencas).

4.1.2. Coleta das amostras fecais

As amostras fecais foram coletadas entre 2014 e 2015, mediante a expedi¢des semanais
domiciliares nas comunidades que se encontram no Campus Fiocruz da Mata Atléantica, pela
equipe que desenvolve 0 “Programa de Manejo da Fauna Silvestre e Controle de Zoonoses no
Campus Fiocruz da Mata Atlantica”, composta por quatro veterindrios e sob coordenagdo do
Dr. Fabiano Borges Figueiredo, do Laboratdrio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domeésticos- Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - INI - FIOCRUZ. A

amostragem foi por conveniéncia, frente aos animais disponiveis no momento da coleta.

a) Amostras provenientes de cées

Os animais foram contidos fisicamente de forma manual e as amostras fecais coletadas
diretamente da ampola retal, transferidas para um tubo de polipropileno estéril (1,5mL) e
acondicionada em isopor com gelo, sendo posteriormente congelada a temperatura de -20°C até

0 momento do processamento.
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b) Amostras provenientes de galinhas de capoeira

O chéo dos galinheiros ou locais onde as aves pernoitavam foram cobertos com plastico
ao entardecer e verificados na manha seguinte. Um pool de cinco fezes aleatorias depositadas
sobre a area coberta foi coletado com espatulas descartaveis e armazenado em frascos coletores
estéreis. As amostras foram acondicionadas sob refrigeragdo em isopor e posteriormente

congeladas a temperatura -20°C até 0 momento do processamento.

C) Amostras provenientes de marsupiais (Gambas)

As coletas foram realizadas em expedi¢fes com duracdo de cinco noites consecutivas.
As armadilhas tipo Tomahawk (14x14x40cm) com iscas contendo uma mistura composta de
pasta de amendoim, bacon, aveia e banana, foram colocadas em dois transectos lineares em
intervalos de 20m.

As armadilhas foram verificadas a cada manh& dos dias de expedicdo para captura dos
animais, reposicdo das iscas e coleta de fezes disponiveis nas armadilhas. Os animais foram
triados para eutanasia pela equipe do projeto envolvido. Somente animais adultos foram
selecionados. Animais pequenos, fémeas prenhes ou com filhotes e animais agressivos foram
excluidos e identificados com um brinco e soltos no local de captura. Os animais triados foram
submetidos a eutanasia e seus 6rgdos de interesse foram coletados para os trabalhos envolvidos.

As amostras fecais individuais foram coletadas diretamente do intestino durante a
necropsia e colocadas em tubos de polipropileno estéreis (1,5mL), armazenadas em isopor com

gelo e posteriormente congeladas a temperatura -20°C até a analise.

4.2. TRABALHO LABORATORIAL

4.2.1. Processamento das amostras fecais

No laboratorio, as amostras fecais foram catalogadas e processadas. Inicialmente cada
amostra foi homogeneizada com agua destilada e filtrada com auxilio de gaze para retirada de
residuos grosseiros. Apos a filtragem a solugdo foi distribuida em tubos de polipropileno
estéreis de 1,5mL e centrifugada durante 10 minutos a 402,4 xg. Apds este procedimento, 0
sobrenadante foi desprezado e o sedimento separado em tubos de polipropileno estéreo (1,5mL)
para realizagéo das técnicas ELISA e gPCR. De cada sedimento da amostra, foi aliquotado um
volume de 220uL, que foram acondicionados a temperatura de -20°C para 0s procedimentos
posteriores de extragdo de DNA e o restante sendo armazenado sob refrigeragdo a uma

temperatura de aproximadamente 4°C.
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4.2.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

No Laboratério de Imunodiagnostico- Departamento de Ciéncias Bioldgicas/ENSP foi
realizado a deteccdo de coproantigenos de Cryptosporidium spp., através da utilizacdo do kit
imunoenzimatico ELISA Cryptosporidium stool antigen detection (© IVD Research, Inc.,
Carlsbad, CA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para tal procedimento, uma
aliquota de 100uL de cada amostra processada sem conservante foi homogeneizada com 100uL
do tampdo de diluicdo em uma placa de diluicdo. Aos micropogos da placa previamente
sensibilizados com anticorpos anti-Cryptosporidium, foi adicionado 100uL das amostras
diluidas, tendo um controle negativo e um positivo, ambos fornecidos pelo fabricante. Apos
incubacdo por 60 minutos a temperatura ambiente, os micropogos foram lavados cinco vezes
com solucdo de lavagem previamente diluida e invertidos em um papel absorvente para
remocao do excesso de solucdo de lavagem e residuos. Apds este procedimento, foi adicionado
duas gotas de conjugado (anticorpos anti-Cryptosporidium conjugados com peroxidase) a cada
micropogo, seguido de incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente e posteriormente foi
realizado nova lavagem. Logo apds, duas gotas de cromdgeno Tetrametilbenzidina (TMB) foi
adicionado a cada micropoco e incubado por 10 minutos, em seguida foi adicionado duas gotas
da solucdo de blogqueio contendo éacido fosférico. A leitura da reagdo foi realizada 5 minutos
apos a adicdo da solucdo de bloqueio.

A interpretacdo dos resultados foi realizada mediante a avaliagdo da densidade Optica
(DO) das amostras utilizando o Leitor Automatico de Microplacas (Testline EIx800) com filtro
de 450/630 nm. O material avaliado visualmente foi considerado positivo para a presenca de
antigenos de Cryptosporidium spp. quando apresentou leitura de absorbancia igual ou superior
a 0,08 DO.

4.2.3. Método molecular

4.2.3.1. Extragdo do DNA genémico

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratorio de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos- INI — FIOCRUZ, utilizando a plataforma de
extracdo automatizada QIAcube com o kit comercial “QlAamp® Fast DNA Stool Mini Kit”
(Qiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Resumidamente, 1000puL do tampéo
Inhibitex foi adicionado a cerca de 200uL em cada amostra, em seguida utilizou-se vortex por
um minuto e levado ao banho seco a 95°C por 5 minutos. Posteriormente utilizou-se vortex por
15 segundos seguido da centrifugacdo por um minuto a 14.000 rpm. Apds este procedimento,

200ul do sobrenadante foi transferido para tubo RB e colocado na QlAcube para extracéo
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automatizada. Ao final da extracdo, as amostras foram eluidas em 200 pl de tampdo AE
(fornecido pelo fabricante) e armazenadas a -20°C.

4.2.3.2. Quantificagdo de DNA por fluorimetria

Esta técnica permite a quantificagdo de DNA utilizando corantes fluorescentes, que sdo
detectados pela plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen®) quando utilizado o Kit
Qubit® dsDNA HS Assay, seguindo as instrucdes do fabricante.

Para a quantificacdo, inicialmente s&o realizadas curvas utilizando os dois padrdes do
kit, sendo que um representa 0 menor ponto da curva (padréo 1) e o outro 0 maior (padrao 2).
A solucéo de trabalho foi preparada em um microtubo, utilizando-se 199 uL de tampdo Qubit
e 1 pL de reagente Qubit para cada amostra. Para a preparacdo dos padrdes da curva (padrao 1
e padrdo 2) foram adicionados 190 pL da solugdo de trabalho ¢ 10 puL do padrdo 1 ou 2,
respectivamente, sendo as preparacdes homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente
por dois minutos. Para a quantificacdo das amostras, foram adicionados 199 pL da solugdo de
trabalho e 1 uL da amostra de DNA a ser quantificada e incubada a temperatura ambiente por
dois minutos. Apoés a leitura no fluorimetro, a concentragdo de DNA em nanogramas por
microlitro (ng/ uL) sera definida através da curva-padrdo, sendo os valores registrados. O limite
de deteccéo desta metodologia foi de 0,0005 ng de DNA em 1 pL.

4.2.3.3. PCR quantitativo - Protocolo de amplificacdo de DNA

Para a amplificacdo por PCR quantitativo, utilizou-se a plataforma StepOne™ (Applied
Biosystems®) e sonda de hidrdlise TagMan® MGB. Com a finalidade de reconhecer a regido
conservada do gene 18S rDNA Cryptosporidium spp., utilizando primers CRU18S Forward
GAG GTA GTG ACA AGA AAT AAC AAT ACA GG e Reverse CTGCTT TAAGCACTC
TAATTT TCT CAA AG e asonda TAC GAG CTT TTT AAC TGC AAC AA, descritas por
Hadfield et al. (2011).

As reacdes foram realizadas num volume final de 25 pL, sendo 4 pL de amostra e 21
pL da mistura de reacéo, que continha 12,5 pL do reagente Universal Mastermix (Perkin-Elmer
Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 1,5 pL dos iniciadores CRU18S a 900nM, 2,5 pL
da sonda a 200nM e 3 pL de soro albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) numa
concentracdo de 400ng/pL, segundo Hadfield et al. (2011) e Staggs et al. (2013).

As reacOes foram realizadas em placa de 48 pogos (Applied Biosystems), vedada com

filme adesivo (Applied Biosystems) apds a pipetagem da reacdo, utilizando o seguinte
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protocolo de amplificacéo: 1 ciclo de 50°C por 2 minutos, 1 ciclo de desnaturacéo a 95°C por
10 minutos e 55 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 segundos e de anelamento/extenséo a
60°C por 1min, segundo Hadfield et al. (2010).

Em cada placa de amplificacao foi utilizado controles positivos e negativos e o ciclo de
quantificacdo (Cq) ou threshold foi fixado em 0,02. Considerando positiva as amostras cujo o
gréafico de amplificacdo ultrapassou o limiar threshold de 0.02 e apresentaram curva tipica de

amplificacdo (fase linear, exponencial e platd).

4.2.3.4. Teste de inibicéo

A fim de identificar a presenga de inibidores na reagdo, um teste foi realizado em todas
as amostras negativas pela qPCR. Foi utilizado o mesmo ensaio para deteccdo com gPCR,
contendo o par de iniciadores e sonda pré-definidos, num volume final de reacdo de 29 L,
contendo 4 puL de DNA da amostra negativa na gPCR, 4 pL de DNA de amostra
Cryptosporidium spp. positiva e 21 pL de mistura de reacdo composta de 12,5 pL de Universal
Mastermix, 1,5 uL dos iniciadores CRU18S a 900nM, 2,5 L da sonda a 200nM e 3 L de soro
albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) a 400ng/ pL. As amostras de DNA que
apresentaram amplificacdo foram consideradas positivas e livre de inibidores.

4.3. ASPECTOS ETICOS

O presente estudo esta arrolado aos projetos de pesquisa “Diagnostico da infec¢do por
tripanossomatideos em mamiferos potenciais reservatorios no Brasil”, sob a coordenagdo do
Dr. André Luiz Rodrigues Roque, do Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ , para captura
de animais silvestres, aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob licenca
LW-81/12 (ANEXO 1), pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) (licenga n® 13373-1) e Instituto Estadual do Ambiente (INEA), licenca
de coleta no Parque Estadual da Pedra Branca numero 020/2011; projeto “Programa de
Manejo da Fauna Silvestre e Controle de Zoonoses no Campus Fiocruz da Mata Atlantica”, sob
coordenacdo do Dr. Fabiano Borges Figueiredo, do Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas - IPEC/FIOCRUZ, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob
as licenca LW-7/15 (ANEXO 2) para Canis lupus familiaris e LW-22/15 (ANEXO 3) para

Gallus gallus domesticus.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes foram apresentados em forma de dois artigos. O primeiro
artigo serd submetido a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria e o relato de caso,

submetido a Revista Acta Tropica.

5.1. ARTIGO
Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em animais domésticos de &rea antropizada

da Mata Atlantica, municipio do Rio de Janeiro.

Marques, M; Bonfim, T. C. B.; Campos, M.; Laurentino-Silva, V.; Ornellas, R.
O.; Figueiredo, F. B.

Resumo

Cryptosporidium é um protozodrio de importancia em salde publica, que possui potencial de
infectar os seres humanos e diferentes espécies de animais, através da transmissao por meio da
agua e alimentos infectados com oocistos. Este estudo foi conduzido para avaliar a ocorréncia
de Cryptosporidium em animais domésticos (caes e galinhas de capoeira) provenientes de area
de Mata Atlantica no Rio de Janeiro, utilizando a andlise fecal através da deteccdo de
coproantigeno por ELISA e o método molecular PCR quantitativo. Neste estudo, foram
analisadas 50 amostras fecais, sendo 46 amostras individuais de cdes domésticos (Canis lupus
familiaris) e quatro pools de fezes de galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus) de
diferentes propriedades. Foram detectados coproantigenos em 6,52% (3/46) das amostras
caninas analisadas, sendo que nas amostras de galinhas ndo houve deteccédo. Pela técnica qPCR,
cinco amostras de cdo 10,86%(5/46) e trés pools de galinhas de capoeira 75%(3/4) foram
positivas, correspondendo a 16% das amostras avaliadas. A técnica qPCR apresentou maior
eficacia na deteccdo do Cryptosporidium, quando comparada a técnica ELISA. Esses resultados

sugerem um potencial risco de contaminagdo ambiental e infecgéo para a populagao local.

Palavras-chave: Aves de capoeira, cdes, Cryptosporidium spp., ELISA, Mata Atlantica, PCR

guantitativo.
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Abstract

Cryptosporidium is a protozoan of importance in public health, which has the potential to infect
humans and different animal species, known by transmission through food and water infected
with oocysts. This study was conducted to evaluate the occurrence of Cryptosporidium in
domestic animals (dogs and poultry chickens) from Atlantic Forest in Rio de Janeiro, using
fecal analysis by coproantigeno detection by ELISA and molecular method quantitative PCR.
In this study, 50 fecal samples were analyzed, and forty six individual samples of domestic dog
(Canis lupus familiaris) and four pools of stool poultry chickens (Gallus gallus domesticus) of
different properties. Coproantigens were detected in 6.52% (3/46) of canine samples analyzed,
where in the samples of chickens was not detected. For the gPCR technique, five dog samples
10.86% (5/46) and three pools of farmyard chickens 75% (3/4) were positive, corresponding to
16% of the samples. The gPCR was more efficient technique for the detection of
Cryptosporidium compared to ELISA. These results suggest a potential risk of environmental

contamination and infection for the local population.

Keywords: Atlantic Forest, Cryptosporidium spp., dogs, ELISA, Poultry chicken, quantitative
PCR.

Introducao

Cryptosporidium spp. possui a capacidade de infectar diferentes espécies de
hospedeiros, incluindo os seres humanos, causando a criptosporidiose, doengca emergente
relatada em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (XIAO; FENG, 2008). Os animais
domeésticos sdo comumente parasitados, podendo desempenhar um importante papel na
transmissdo zoonotica (RYAN, 2012).

A ocorréncia da infecgdo por Cryptosporidium spp. em cées e galinhas domésticas no
Brasil ainda é pouco conhecida. Na criptosporidiose em cées, a sintomatologia € restrita ao
sistema gastrointestinal, caracterizando-se por diarreia, anorexia e perda de peso (SCORZA,
TANGTRONGSUP, 2010). Porém, em aves pode ocorrer 0 acometimento ndo somente do
sistema gastrointestinal, como também do sistema respiratdrio, sendo os sintomas comuns a
sinusite, letargia, anorexia, tosse, espirros, dispneia, conjuntivite, reducdo no ganho de peso
corporal, podendo levar a 6bito (SRETER; VARGA, 2000).
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A transmissdo em seres humanos e animais ocorre por via feco-oral, normalmente por
meio da ingestdo de qualquer material contaminado com fezes contendo o oocisto (forma
infectante) em concentragdo suficiente para causar infeccdo (SMITH et al., 2006; CACCIO;
POZIO, 2001). Pode ser transmitido de forma direta, por meio do contato pessoa-pessoa,
animal- pessoa e animal-animal, ou de forma indireta por ingestdo de agua potavel ou recreio
(piscinas e lagos) e alimentos infectados (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000; SMITH et al.,
2007).

No painel mundial, o Cryptosporidium é um dos principais agentes etioldgicos
causadores de gastroenterite em criancas menores de cinco anos de idade e individuos
imunodeficientes, principalmente portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) (BARTLER et al., 2013; EDVISSON et al., 2009; YOUSSEF et al., 2008). Surtos de
criptosporidiose vém ocorrendo em todo o mundo, principalmente por veiculacgdo hidrica (fonte
de &gua potavel ou de recreio) e alimentar (produtos frescos, suco de fruta e leite), como
também pelo contato com animais de fazenda durante visitas (BALDURSSON; KARANIS,
2011; SMITH; NICHOLS, 2010; HUNTER et al., 2006; ROSE; SLIFKO, 1999).

Das espécies descritas, o Cryptosporidium parvum e C. hominis séo responsaveis pelo
maior nimero de casos de criptosporidiose relacionados aos seres humanos, e outras espécies
sdo descritas esporadicamente, como o C. meleagridis, o C. felis, o C. canis e o C. cuniculus,
(XIAO et al., 2001; XIAO; FENG, 2008).

A infeccdo tende a ser mais frequente em paises em desenvolvimento, principalmente
em locais com falta ou precariedade de saneamento béasico e infraestrutura urbana, muitas vezes
relacionado ao baixo padrdo de higiene (HUANG; WHITE, 2006; YOUSSEF et al.,2008).

O presente estudo possui 0 objetivo de investigar a ocorréncia de Cryptosporidium spp.
em animais domeésticos (cées e galinhas capoeira) encontrados no Campus Fiocruz da Mata
Atlantica (CFMA), area antropizada da Mata Atlantica, municipio do Rio de Janeiro, utilizando

método imunoenzimatico-ELISA e PCR quantitativo.



41

Materias e métodos
Area de estudo

As amostras fecais foram coletas dos animais encontrados CFMA. O CFMA é uma area
composta por 5 milhdes de metros quadrados, localizado na regido de Jacarepagua, zona oeste
da cidade do Rio de Janeiro. Composta por grande extensdo da Mata Atlantica, area de
preservacdo ambiental, entre 0 Macigo da Pedra Branca e do Macicgo da Tijuca. A regido sofre
influéncia da acdo do homem, sendo detectado desmatamento e invases em area de mata. As
comunidades instaladas préxima a borda da mata, ndo possuem infraestrutura urbana,
saneamento basico e tratamento de &gua, vivendo precariamente. E comum a presenca de
animais de companhia e de criacdo transitando livremente pelas comunidades, assim como a

presenca de animais silvestres peridomicilio (FIOCRUZ, 2004).

Grupo amostral e coleta de amostras

Foram estudadas 50 amostras de fezes, coletadas entre 2014 e 2015, sendo 46 amostras
fecais individuais de cdes domésticos (Canis lupus familiaris) e 4 amostras de pool de fezes de
galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus), coletadas por conveniéncia frente aos animais
encontrados no momento das visitas aos domicilios.

As amostras fecais de cdes domésticos foram coletadas por via retal, de animais adultos
e aparentemente saudaveis. As amostras de galinha foram coletadas aleatoriamente das fezes
depositadas sobre o chdo da area de pernoite dos animais, forrado com plastico do entardecer a
manhd do dia seguinte, em um pool de cinco fezes cada, contendo em média 3g. Todas as
amostras foram coletadas em frascos estéreis, refrigeradas durante o transporte e congeladas a
-20°C até o processamento.

As amostras foram descongeladas, homogeneizadas com agua destilada e filtradas com
auxilio de gaze para retirada de residuos grosseiros. Apo6s a filtragem, as amostras foram
centrifugadas para concentrar durante 10 minutos a 402,4 xg. O sobrenadante foi desprezado e
o0 sedimento separado em tubos de polipropileno estéreis para realizacdo das técnicas ELISA e
qPCR.

Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
A deteccdo de antigenos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais foi realizada
através da utilizagdo de um kit ELISA comercial “Cryptosporidium stool antigen detection” (©

IVD Research, Inc., Carlsbad, CA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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PCR quantitativo (QPCR)

Para o ensaio molecular, o DNA foi extraido utilizado a plataforma automatizada
QIAcube (Qiagen, Hilden, Germany) com o kit comercial “QlAamp® Fast DNA Stool Mini
Kit” (Qiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante.

O ensaio qPCR utilizado neste estudo foi baseado na metodologia descrita por Hadfield
et al. (2011) e Staggs et al. (2013). O gene alvo 18S SSU rRNA foi usado para detecgéo de
Cryptosporidium spp., mediante a utilizacdo dos primers CRU18S Forward GAG GTA GTG
ACA AGA AAT AAC AAT ACA GG e Reverse CTG CTT TAAGCA CTC TAATTT TCT
CAA AG e a sonda de hidrolise TagMan® MGB TAC GAG CTT TTT AAC TGC AAC AA.
A solucdo de reacéo foi preparada contendo 12,5 pL do reagente Universal Mastermix (Perkin-
Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 1,5 pL dos iniciadores CRU18S a 900nM,
2,5 uL da sonda a 200nM e 3 pL de soro albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) numa
concentracdo de 400ng/pL. As reacdes da gPCR foram realizadas em um volume 4 pL de
amostra e 21 pL da mistura de reacdo, totalizando um volume final de 25 L.

Para amplificagdo, utilizou-se a plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®) e o
seguinte protocolo de amplificacdo: um ciclo de desnaturagdo a 95°C por 10 minutos e 55 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e de anelamento/extensdo a 60°C por 1min. Todas as
amostras foram testadas em triplicata. Em cada placa de amplificagdo foi utilizado controles
positivos e negativos e o Threshold foi fixado em 0,02.

As amostras negativas na gPCR passaram por teste de inibicdo, onde foi utilizado o
mesmo ensaio de deteccdo gPCR, contendo o par de iniciadores e sonda pré-definidos, num
volume final de reacdo de 29 uL, contendo 4 uL de DNA da amostra negativa na gPCR, 4 uL
de DNA de amostra positiva de Cryptosporidium spp. e 21 pL de mistura de reacdo semelhante
ao usado no ensaio gPCR. As amostras de DNA que apresentaram amplificacdo foram

consideradas positivas e livres de inibidores.
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Resultados

No presente estudo, com base na deteccdo de coproantigenos pela técnica de ELISA de
46 amostras caninas e 4 pools de fezes de galinha de capoeira, o Cryptosporidium foi detectado

somente em 6,52% (3/46) das amostras caninas.

Utilizando a técnica gPCR, 10,86%(5/46) das amostras caninas e 75%(3/4) pools de
galinhas domésticas foram positivas, equivalendo a 16% das amostras avaliadas. As curvas de
amplificagdo das amostras apresentaram Cq > 47, variando entre 47,4 a 52,8.

Das trés amostras de cdo positivas no ELISA, duas amostras apresentaram divergéncia

na gPCR, apresentando negatividade.

No teste de inibicdo, ndo foi possivel detectar inibicdo nas amostras testadas.

Discussao

O estudo forneceu introspeccdes sobre epidemiologia de Cryptosporidium spp. em cées
domésticos (Canis lupus familiaris) e galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus)
encontrados em area da Mata Atlantica em constante influéncia antropica.

Pesquisas de coproantigenos por meio de ensaios comerciais imunoenzimatico ELISA
e técnicas em biologia molecular sdo amplamente utilizados para o diagndstico de
Cryptosporidium spp., apresentando alta sensibilidade e especificidade em analise de amostras
fecais (GIADINIS et al., 2012; SAEED; AHMAD, 2013).

Duas amostras caninas positivas no ELISA mostraram-se divergentes em relacdo ao
resultado da gPCR. A discordancia do resultado pode ter ocorrido devido a permanéncia de
antigenos e a inexisténcia de oocistos integros nas fezes, podendo caracterizar resultados falsos-
positivos (JOHNSTON, S. P. et al., 2003). Newman (1993) e colaboradores encontraram
resultados semelhantes em uma crianga que se recuperava da doenca, possivelmente em
decorréncia da debelacao da infecgéo pelo hospedeiro. O teste de inibigdo descartou a presenca
de inibidores nas amostras fecais que pudessem interferir no resultado da qPCR. Entretanto,
néo foi realizado teste para avaliacdo da integridade do DNA, o que poderia estar influenciando
no resultado, acarretando falso-negativos. O presente estudo ndo analisou a concentracdo de
oocistos nas amostras ou a integridade dos mesmos.

A analise também apresentou quatro amostras negativas no ensaio imunoenzimatico,

que foram positivas na gPCR. A baixa deteccao de coproantigeno de Cryptosporidium spp. no
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ELISA, provavelmente devido ao nimero reduzido de oocistos presentes nas amostras, uma
vez que a maioria dos animais sdo assintomaticos ou podem estar em remissao da infecgéo,
podendo apresentar liberacdo reduzida de oocistos nas fezes, o que limitaria a deteccdo de
coproantigenos (MCLAUCHLIN et al., 2003). Coletas consecutivas de no minimo trés dias
poderiam diminuir o viés de falso-negativo dos métodos de diagnostico, uma vez que a
eliminacdo de oocistos pelo hospedeiro tende a ser intermitente (VAN GOOL et al., 2003). A
variedade de espécies descritas possivelmente pode interferir na detec¢do de antigeno pelo
ELISA, devido a variacdo antigénica entre essas, visto que as mesmas podem apresentar
antigenos ndo detectaveis pelos anticorpos monoclonais utilizados nos Kkits comerciais
desenvolvidos para detecgéo de criptosporidiose em humanos (CHALMERS; KATZER, 2013;
DA SILVA et al., 2012).

A maior positividade do ensaio qPCR possivelmente ocorreu pela utilizacdo do sistema
TagMan® MGB, que confere ao ensaio uma maior precisio na deteccdo da sequéncia alvo
(KUTYAVIN etal., 2000; MARY et al., 2013). No entanto, 0s primers genéricos utilizados em
nosso ensaio podem nado detectar todas as espécies de Cryptosporidium spp., podendo nao
apresentar qualquer homologia em sua sequéncia genérica com algumas espécies ou
hibridizacdo da sonda em todas as espécies descritas.

No Brasil, Seva et al. (2010) em um estudo em &rea antropizada de Mata Atlantica no
estado de Séo Paulo, encontrou frequéncia de positividade semelhante de 10,7% (3/28) em caes,
utilizando nested-PCR. Em nosso estudo, foi elevada a positividade se comparada a detectada
por Oates et al. (2012) de 1,1%(2/182) no estudo em area de transicdo na California (USA), por
meio qPCR.

Pouco se conhece sobre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em galinhas de capoeira
(Gallus gallus domesticus) de criacdo familiar no Brasil, os trabalhos restringem-se a centros
comercias, sendo necessario maior estudo dos animais em ambiente de criag&o.

Este estudo teve algumas limitacdes. As amostras das galinhas de capoeira foram
coletadas em pools (5 amostras = 1 pool), devido a dificuldade de isolar individualmente os
animais, que normalmente sdo criados livres, de modo que poderia superestimar a infecgéo nos
animais individualmente.

A escassez de infraestrutura basica nas comunidades que compdem o CFMA, somada a
presenca de animais domésticos e silvestres positivos para Cryptosporidium spp., pode ser um
risco de contaminacdo ambiental e infeccdo para os moradores locais, visto que a populacdo

local vive em situacdo sanitaria precéria e sem tratamento de &gua.
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A utilizacdo de técnicas de biologia molecular torna o diagndstico mais sensivel e
promove melhor entendimento da epidemiologia, sendo essencial para a compreenséo da inter-
relacdo entre animal-homem-ambiente e padrdes de transmissao do agente (PAINTER et al.,
2015). Para um melhor entendimento epidemioldgico é necessario identificar as espécies
circulantes na area e os animais, principalmente os silvestres, que possam agir como possiveis

hospedeiros e fonte de contaminacéo.

Referéncias

BARTELT, L. A. et al. "Barriers" to child development and human potential: the case
for including the "neglected enteric protozoa”™ (NEP) and other enteropathy-associated
pathogens in the NTDs. PLoS Negl Trop Dis, v. 7, n. 4, p. e2125, 2013. ISSN 1935-2727.

BALDURSSON, S.; KARANIS, P. Waterborne transmission of protozoan parasites:
Review of worldwide outbreaks — An update 2004-2010. Water Research, v. 45, n. 20, p.
6603-6614, 2011. ISSN 0043-1354. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0043135411006117 >. Acesso em: 02 Feb
2015.

CACCIO, S.; POZIO, E. Molecular identification of food-borne and water-borne
protozoa. Southeast Asian J Trop Med Public Health, v. 32 Suppl 2, p. 156-8, 2001. ISSN
0125-1562.

DA SILVA, B. A. et al. Comparative study of parasitological techniques and elisa for
analysis environmental samples, rj, brasil. Revista Iberolatinoamericana de Parasitologia,
v.71,n.1, p. 90-96, 2012.

EDVINSSON, B. et al. Toxoplasmosis in immunocompromized patients. Scand J
Infect Dis, v. 41, n. 5, p. 368-71, 2009. ISSN 0036-5548.

FAYER, R.; MORGAN, U.; UPTON, S. J. Epidemiology of Cryptosporidium:
transmission, detection and identification. Int J Parasitol, v. 30, n. 12-13, p. 1305-22, Nov
2000. ISSN 0020-7519.



46

FIOCRUZ. Colénia Juliano Moreira: infra-estrutura urbana - diagnostico.
FIOCRUZ. 2004

GOMES, A. H. S. et al. Detec¢do de Cryptosporidium em amostras fecais por técnica
de Nested-PCR e comparacdo com métodos imunolégico e parasitolégico. Rev. Inst. Adolfo
Lutz, v. 63, n 2, p. 255-61, 2004.

HADFIELD, S. J. et al. Detection and Differentiation of Cryptosporidium spp. in
Human Clinical Samples by Use of Real-Time PCR. Journal of Clinical Microbiology, v. 49,
n. 3, p. 918-924, 2011. Disponivel em: <http://jcm.asm.org/content/49/3/918.abstract >.

HIGGINS, J. A. et al. Real-time PCR for the detection of Cryptosporidium
parvum. Journal of Microbiological Methods, v. 47, n. 3, p. 323-337, 2001. ISSN 0167-7012.
Disponivel em: <http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701201003396 >.

HUANG, D. B.; WHITE, A. C. An updated review on Cryptosporidium and Giardia.
Gastroenterol Clin North Am, v. 35, n. 2, p. 291-314, viii, Jun 2006. ISSN 0889-8553.

HUNTER, P. R. et al. Sporadic cryptosporidiosis case-control study with
genotyping. Emerg Infect Dis, v. 10, n. 7, p. 1241-9, Jul 2004. ISSN 1080-6040.

JOHNSTON, S. P. et al. Evaluation of three commercial assays for detection of Giardia
and Cryptosporidium organisms in fecal specimens. J Clin Microbiol, v. 41, n. 2, p. 623-6,
Feb 2003. ISSN 0095-1137.

KUTYAVIN, I. V. et al. 3-minor groove binder-DNA probes increase sequence
specificity at PCR extension temperatures. Nucleic Acids Res, v. 28, n. 2, p. 655-61, Jan 15
2000. ISSN 0305-1048.

MARY, C. et al. Multicentric evaluation of a new real-time PCR assay for
quantification of Cryptosporidium spp. and identification of Cryptosporidium parvum and
Cryptosporidium hominis. J Clin Microbiol, v. 51, n. 8, p. 2556-63, Aug 2013. ISSN 1098-
660X.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701201003396

47

MCLAUCHLIN, J. et al. Polymerase chain reaction-based diagnosis of infection with
Cryptosporidium in children with primary immunodeficiencies. Pediatr Infect Dis J, v. 22, n.
4, p. 329-35, Apr 2003. ISSN 0891-3668.

NEWMAN, R. D. et al. Evaluation of an antigen capture enzyme-linked immunosorbent
assay for detection of Cryptosporidium oocysts. J Clin Microbiol, v. 31, n. 8, p. 2080-4, Aug
1993a. ISSN 0095-1137.

OATES, S. C. et al. Prevalence, environmental loading, and molecular characterization
of Cryptosporidium and Giardia isolates from domestic and wild animals along the Central
California Coast. Appl Environ Microbiol, v. 78, n. 24, p. 8762-72, Dec 2012. ISSN 0099-
2240.

PAINTER, J.E. et al. Cryptosporidiosis Surveillance — United States, 2011-2012
Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR), v. 64, n. 3, p. 1-14, May 2015.

ROSE, J. B.; SLIFKO, T. R. Giardia, Cryptosporidium, and Cyclospora and their
impact on foods: a review. J Food Prot, v. 62, n. 9, p. 1059-70, Sep 1999. ISSN 0362-028X.

RYAN, U. Cryptosporidium in birds, fish and amphibians. Exp Parasitol, v. 124, n. 1,
p. 113-20, Jan 2010. ISSN 0014-4894.

SAEED, K. B. A; AHMAD, N. S.Real-Time Polymerase Chain Reaction:
Applications in Diagnostic Microbiology. 2013. ISBN 2076-6327. Disponivel em:

< http://www.ijms.info/ojs/index.php/lIJMS/article/view/9 >.

SEVA ADA, P. et al. Occurrence and molecular characterization of Cryptosporidium
spp. isolated from domestic animals in a rural area surrounding Atlantic dry forest fragments in
Teodoro Sampaio municipality, State of Sao Paulo, Brazil. Rev Bras Parasitol Vet, v. 19, n.
4, p. 249-53, Oct-Dec 2010. ISSN 0103-846x.

SCORZA, V.; TANGTRONGSUP, S. Update on the diagnosis and management of
Cryptosporidium spp infections in dogs and cats. Top Companion Anim Med, v. 25, n. 3, p.
163-9, Aug 2010. ISSN 1938-9736.


http://www.ijms.info/ojs/index.php/IJMS/article/view/9

48

SMITH, H. V. et al. Tools for investigating the environmental transmission of
Cryptosporidium and Giardia infections in humans. Trends in Parasitology, v. 22, n. 4, p.
160-167, 2006. ISSN 1471-4922. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492206000547 >.

SMITH, H. V. et al. Cryptosporidium and Giardia as foodborne zoonoses. Vet
Parasitol, v. 149, n. 1-2, p. 29-40, Oct 21 2007. ISSN 0304-4017.

SMITH, H. V.; NICHOLS, R. A. B. Cryptosporidium: Detection in water and
food. Experimental Parasitology, v. 124, n. 1, p. 61-79, 2010. ISSN 0014-4894. Disponivel
em: < http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489409001520 >.

STAGGS, S. E. et al. The Applicability of TagMan-Based Quantitative Real-Time PCR
Assays for Detecting and Enumerating spp. Oocysts in the Environment. PLoS One, v. 8, n. 6,
p. €66562, 2013. ISSN 1932-6203.

SRETER, T.; VARGA, I. Cryptosporidiosis in birds--a review. Vet Parasitol, v. 87, n.
4, p. 261-79, Feb 1 2000. ISSN 0304-4017.

VAN GOOL, T. et al. Triple Faeces Test: an effective tool for detection of intestinal
parasites in routine clinical practice. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, v. 22, n. 5, p. 284-90,
May 2003. ISSN 0934-9723.

YOUSSEF, F. G. et al. A review of cryptosporidiosis in Egypt. J Egypt Soc Parasitol,
v. 38,n. 1, p. 9-28, Apr 2008a. ISSN 1110-0583.

XIAO, L. et al. Identification of 5 Types of Cryptosporidium Parasites in Children in
Lima, Peru. Journal of Infectious Diseases, v. 183, n. 3, p. 492-497, February 1, 2001 2001.
Disponivel em: <http://jid.oxfordjournals.org/content/183/3/492.abstract >.

XIAO, L.; FENG, Y. Zoonotic cryptosporidiosis. FEMS Immunol Med Microbiol, v.
52, n. 3, p. 309-23, Apr 2008a. ISSN 0928-8244.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492206000547
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014489409001520
http://jid.oxfordjournals.org/content/183/3/492.abstract

49

5.2. RELATO DE CASO
Primeiro relato de infeccdo em gambé-de-orelha-preta (Didelphis aurita) por

Cryptosporidium spp. no Brasil.

Marques, M.; Bonfim, T. C. B.; Campos, M; Cordeiro, J. L.; Gentile, R.;

Figueiredo, F. B.

Resumo

A Mata Atlantica sofre constante degradacdo de sua area de floresta por influéncia de acdes
antrépicas, o que leva ao desequilibrio na fauna e flora local, além de mudancas na ecologia de
doencas zoonoticas. No presente estudo, buscamos investigar a ocorréncia da infeccdo de
Cryptosporidium spp. na espécie Didelphis aurita encontrada em area da Mata Atlantica do Rio
de Janeiro, Brasil. Utilizando a técnica molecular qPCR foi possivel detectar frequéncia de
positividade de 80% (4/5) entre os animais. No entanto, estudos aprofundados sdo necessarios,
principalmente em relacdo ao hospedeiro e espécies do parasita circulante, para uma melhor

compreensdo da epidemiologia do parasita na area.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp., Didelphis aurita, Mata Atlantica, gPCR.

Abstract

The Atlantic Forest suffers constant degradation of their forest area under the influence of
human activities, which leads to an imbalance in the local fauna and flora, as well as changes
in the ecology of zoonotic diseases. In the present study, we sought to investigate the occurrence
of infection of Cryptosporidium spp. in Didelphis aurita found in an area of the Atlantic Forest
of Rio de Janeiro, Brazil. gPCR using the molecular technique was detectable positivity rate of
80% (4/5) of the animals. However, extensive studies are needed, especially in relation to the
host and parasite species circulating for a better understanding of the epidemiology of the

parasite in the area.

Keywords: Cryptosporidium, Didelphis aurita, Atlantic Forest, qPCR.
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Introducéo

O coccideo do género Cryptosporidium possui distribuicdo cosmopolita e infecta
diferentes espécies de vertebrados, normalmente por meio da ingestdo de dgua ou alimentos
contaminados com oocistos (SMITH et al., 2007; TZIPORI; WIDMER, 2008). Varias espécies
de animais silvestres vém sendo identificados como possiveis reservatorios do Cryptosporidium
spp. (RHYAN, 2010; THOMPSON; LYMBERY; SMITH, A, 2010).

O género Didelphis ¢ descrito como sendo infectado por diferentes agentes infecciosos
que causam doencas de importancia em salde publica em toda América, tais como:
Leishmaniose, Leptospirose, Salmonelose, Rickettsioses, Doenga de Chagas, entre outras.
Sendo assim possivel fonte de infeccdo para humanos, como descrito para as espécies
Didelphis virginiana, D. albiventris e D. aurita (BHARTI et al., 2003; CARREIRA et al., 2012;
CASAGRANDE et al., 2011).

O continuo processo de urbanizacao e expansdo das atividades humanas sobre as areas
florestais desestruturam os habitats naturais, alterando os padr@es de diversidade e abundancia
das espécies. Em ecossistemas perturbados e simplificados, poucas espécies de animais
(generalistas/oportunistas) sdo favorecidas, possibilitando frequentemente, o incremento de
suas densidades e a dispersao para areas rurais e de peri-domicilio humano. Tais alteraces na
demografia das populagdes naturais, principalmente nas areas de interface entre ambientes peri-
urbanos / rurais e ambientes silvestres influenciam diretamente na dindmica natural de
transmissdo de ciclos silvestres de parasitos (KRUSE; KIRKEMO; HANDELAND, 2004),
podendo trazer para 0 ambiente urbano parasitoses e viroses de ciclos silvestres desconhecidos
do homem ou introduzir um ciclo silvestre de doencas originalmente humanas.

A espécie Didelphis aurita Wied-Neuwied, 1826, (gamba-de-orelha-preta), endémica
da Mata Atlantica, um excelente exemplo deste processo de transformagao da paisagem. E uma
espeécie generalista, que se adapta bem as areas antropizadas (GENTILE; FERNANDEZ, 1999),
e apresenta uma dieta bastante ampla e oportunista (LESSA; GEISE, 2010; SANTORI; ASTUA
DE MORAES; CERQUEIRA, 1995). E capaz de apresentar deslocamentos relativamente
grandes (LORRETO; VIEIRA, 2005; SUNQUIST; AUSTAD; SUNQUIST, 1987), podendo
desempenhar um papel importante na disseminacao de patégenos (PINHO et al., 2000; VAZ;
D'ANDREA; JANSEN, 2007)

No Brasil, séo poucos os estudos envolvendo a identificagdo de Cryptosporidium em
areas antropizadas proximas a remanescentes florestais, caracterizadas por elevada interacdo

entre seres humanos, animais domésticos e silvestres.
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Visando aumentar o conhecimento epidemiolédgico do Cryptosporidium spp. em areas
antropizadas, o presente estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia da infecgéo de
Cryptosporidium spp. na espécie Didelphis aurita em uma regido de contato entre 0 ambiente
urbano e o natural, proxima ao maior fragmento florestal de Mata Atlantica do municipio do

Rio de Janeiro, o Parque Estadual da Pedra Branca.

Materiais e Métodos

Para a captura dos animais do género Didelphis foi realizada uma expedi¢do com
duracéo de quatro noites consecutivas em ambiente antropizado da Mata Atlantica. O estudo
foi realizado na regido de Jacarepagud, que constitui uma das principais zonas de expansdo
urbana no municipio do Rio de Janeiro (RJ). Representando assim um contexto de ocupacao
humana em borda de remanescentes florestais, de Mata Atlantica, com diferentes graus de
antropizagdo. Foram estabelecidos dois transectos lineares com 20 estagbes de captura, nas
quais foram colocadas uma armadilha tipo Tomahawk do modelo 201 (40,64cm x 12,70cm X
12,70cm) (Tomahawk®). Ambos os transectos foram dispostos em ambiente de peri-domicilio,
ou seja, em fragmentos florestais antropizados nos arredores das habitagdes humanas.

Os animais capturados passaram por triagem, sendo selecionados somente animais
adultos, exceto fémeas com filhotes. As amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola
retal durante a necropsia e colocadas em tubos de polipropileno estéreis 1,5ml, armazenadas
em caixa térmica com gelo e posteriormente congeladas a temperatura -20°C até a analise.

Todos os procedimentos foram baseados em protocolos autorizados pelo Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundacéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (licenca LW-81/12)
e Instituto Estadual do Ambiente (INEA), licenca de coleta no Parque Estadual da Pedra Branca
namero 020/2011.

Visando a deteccdo de Cryptosporidium ssp. nas fezes desses animais foi realizado o
PCR quantitativo (qPCR). O DNA foi extraido utilizado a plataforma automatizada QlAcube
(Qiagen, Hilden, Germany) com o kit comercial “QIAamp® Fast DNA Stool Mini” (Qiagen),
seguindo as recomendaces do fabricante.

A gPCR teve como alvo o gene SSU rRNA, sendo realizada com volume de 1,5 pL
primers CRU18S Forward GAG GTA GTG ACA AGA AAT AAC AAT ACA GG e Reverse
CTGCTT TAAGCACTC TAATTT TCT CAA AG na concentragdo 900nM e 2,5 puL sonda
de hidrolise TagMan® MGB TAC GAG CTT TTT AAC TGC AAC AA na concentracdo
200nM, e 12,5 yL de 1x reagente Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems,
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Carlsbad, CA, USA), 3 uL de soro albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) 400ng/uL e 4ul
amostra de DNA. O protocolo de amplificagdo seguiu 1 ciclo de desnaturagdo a 95°C por 10
minutos e 55 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e de anelamento/extensdo a 60°C
por 1min, utilizando a plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®) (HADFIELD et al.2011;
STAGGS et al. 2013). Foram utilizados controles negativos e positivos, todas as amostras foram
testadas em triplicata e Threshold foi fixado em 0,02.

As amostras negativas na qPCR passaram por teste de inibicdo, no qual foi utilizado o
mesmo ensaio de deteccdo gPCR, contendo o par de iniciadores e sonda pre-definidos, com
algumas modificagdes. A reacgdo continha volume final de 29 pL, com 4 uL de DNA da amostra
negativa na gPCR, 4 pL de DNA de amostra positiva de Cryptosporidium spp. e 21 pL do mix
de reacdo semelhante ao usado no ensaio qPCR. As amostras de DNA que apresentaram

amplificacdo foram consideradas positivas e livres de inibidores.

Resultado e Discussao

No Brasil a floresta de Mata Atlantica vem sendo degradada de maneira muito intensa,
através de um processo de exploracao extrativista e ocupacdo desordenada, sendo hoje o habitat
mais afetado do nosso pais, restando apenas poucos fragmentos de floresta remanescentes (SOS
MATA ATLANTICA, 2014). Uma dessas areas compde o Parque Estadual da Pedra Branca,

situado no municipio do Rio de Janeiro, local de trabalho do nosso estudo.

Neste contexto, a presenca de animais de companhia (cées e gatos) e de criacdo (equinos,
bovinos, suinos, aves) soltos na proximidade do parque, proporciona um cenario de intensa
interacdo entre humanos, seus animais e a fauna silvestre, compondo um ambiente favoravel a
transmissao de patdgenos causadores de zoonoses (FIOCRUZ, 2004).

Em nosso estudo, a partir de uma expedi¢do em uma area antropizada do Parque, foram
capturados cinco individuos adultos da espécie Didelphis aurita. Através da analise molecular
gPCR, foi detectado DNA de Cryptosporidium spp. na amostra de fezes de quatro animais. A
unica amostra negativa ndo apresentou inibicdo no teste. A realizacdo de teste de integridade
do DNA torna-se necessario para descartar possiveis resultados falso-negativos, entretanto,
ndo foi possivel avaliar a integridade do DNA neste estudo.

Este é o primeiro relato de parasitismo por Cryptosporidium spp. na espécie Didelphis
aurita no Brasil. Lolla e colaboradores (2009), ndo conseguiram detectar o parasita nessa
espeécie de hospedeiro por analise coproparasitoldégica em area em desmatamento no estado de

Sdo Paulo, sudeste do Brasil. Outras espécies do género Didelphis, como D. albiventris
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(MULLER; PESENTI; MASCARENHAS, 2009; ZANETTE et al., 2008) ja foi relatada
parasitada por Cryptosporidium spp. na regido sul do Brasil, por analise coproparasitologica, e
D. virginiana (XIAO et al., 2002) na California, USA, por meio de nested-PCR. Entretanto, em
nosso estudo, mesmo avaliando um pequeno numero de individuos, foi possivel confirmar a
positividade em 80% (4/5) das amostras, 0 que sugere um grande potencial na transmisséo
zoondtica e de contaminagdo ambiental por essa espécie.

E importante ressaltar que em nossa pesquisa foi utilizada a técnica gPCR com sistema
TagMan® MGB, descrita por muitos autores como uma ferramenta altamente sensivel e
especifica no diagndstico de parasitos (CHALMERS; KATZER, 2013).

Holsback e colaboradores (2013) obtiveram resultados negativos na detec¢do do
Cryptosporidium spp. em gamba da espécie D. marsupialis por meio de andlise
coproparasitoldgica, o que poderia ser justificado pela auséncia desse parasito nessa regido ou
pela baixa sensibilidade da ferramenta utilizada.

No presente trabalho, ndo foi possivel identificar as espécies de Cryptosporidium, o que
pode ser explicado pela baixa carga parasitaria nesses individuos que normalmente séo adultos
ou a ndo obtencdo da quantidade necessaria de amplicons para a realizacdo do sequenciamento.
Outro ponto importante é que sem essa caracterizacao ndo se pode excluir a possibilidade desses
gambas estarem parasitados por espécies de Cryptosporidium potencialmente zoonéticas.

A partir desses resultados torna-se importante a intensificagdo dos estudos relacionados
a essa espécie de gamba parasitada por Cryptosporidium, avaliando a frequéncia dessa doenca
numa maior populacdo, em diferentes regides e se possivel, com a caraterizacao das espécies e
gendtipos do parasita, podendo identificar espécies ainda néo classificadas e a compreensdo do

potencial zoonotico.
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6. CONCLUSOES

v Constatou-se a ocorréncia do Cryptosporidium spp. na area de estudo (CFMA),
apresentando alta ocorréncia de infec¢do em relagdo as aves e gambas, e relativa ocorréncia em

relacdo aos caes.

v A técnica ELISA foi capaz de detectar a presenca de coproantigenos nas fezes

de cées e galinhas de capoeira.

v A amplificacdo de gene-alvo do Cryptosporidium por PCR quantitativo em
amostras fecais foi capaz de identificar o DNA do agente, em fezes de gamba, cdo e galinha de

capoeira.

v O PCR quantitativo foi eficaz de detectar maior nimero de amostras positivas

de Cryptosporidium, quando comparada ao ELISA, em fezes de cées e galinhas de capoeira.
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8. ANEXOS

8.1. LICENCA CEUA CAES

Mirnistério da Sadde

FIDCRUZT

Fundagbo Oswaldo Cruz

Vice-prasidéncia de Pesguisa e ::E::::t: ::‘IiEI'I*'II;iaS
Labaratdrios de Refaréncia

LICENCA LW-7/15

Certificamos que o protocolo (P-31/14-3), intitulado “Avaliag 30 da Ocorréncia das zoonoses
em cdes no Campus da Fiocruz, Jacarepagud, Municipio do Riode Janeiro.”, sob a res ponsabilidade de
FABIAND BORGES FIGUEIREDOQ, atende ao disposto na Lel 1172408, que dis pie sobre o uso clentifico no
uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratdrio (SBCAL). A referida licenca nfo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais
na vasta legklacio naclonal,

Esta licenga tem validade até 0122018 e inclui o uso total de :

Canis familiaris
- 200 Machos.
- 200 Fémeas.

Rio de Janeiro, 8 de dezembro da

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

Comisslo de E6ca no Uso da Animais
i 4o e sic &ncia de P asquisa & Laboratdrios da Referdinca - Fundagio Oswaldo Cruz
Aw. Brasd, 4036 - Prédio da Expansdo - 2ala 200 -Manganhos - o da Jansino ! RJ
Teefona (2113832 9121 a-mall coeus@Socmz v
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8.2. LICENCA CEUA AVES

Ministério da Sadde

FIOCRUZ

Fundapho Oswalde Cruz

Viee-preasidéncia de Pesguisa e Cm:l'rrs::u 1E .Et“.a

Labaratorios de Refer@ncia SeSSSESESE==
LICENCA LW-22/15

Certificamos que o protocolo [P-4344-3), intitulado *Avaliaglo da Ocorréncia das zoonoses
em aves de produgho (Gallus gallus domesticus) no Campus da Fiocruz, Jacarepagua, Municipio do Rio
de Janeiro.”, sob a responsabliidade de FABLANO BORGES FIGUEIREDO, atende a0 dispostona Lel
179408, que dispde sobm o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio (SBCAL). A referida licenga ndo exime a observancia
das Lels e demals exigénclas legals na vasta legislagio nacional,

Esta licenga tem validade até 13042015 e inclui o uso total de :

Gallus gallus domesticus
- 10 Machos,
- 50 Fémeas,

Rio de Janeiro, 13 de abril de

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Corieedo da e no Uso de Snimae
Vicepresid dncia da P asquisa & Labaratddos da Referdinga - Fundagho Oswaldo Cne
Ay Braddl, 4036 - Prédio da Expansho - &ala 200 - Manguinhos - o da Jansn ! R
Talefone (21138821121 a-mail cauafffocuz v



8.3. LICENCA CEUA GAMBAS

Ministério da Saulde

FIOCRUZ

Fundacido Oswaldo Cruz = 3
: : : : Comissao de Etica
Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENGCA LW-81/1

Certificamos que o protocolo (P-42/12.1), intitulado "DIAGNOSTICO DA
INFECGAO POR TRIPANOSOMATIDEOS EM MAMIFEROS POTENCIAIS
RESERVATORIOS NO BRASIL.”, sob a responsabilidade de ANDRE LUIZ
RODRIGUES ROQUE, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenga ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislacio nacional.

Esta licenca tem validade até 26/11/2016 e inclui o uso total de:

Rodentia
- 600 Machos.’
- 600 Fémeas.

Marsupialia
- 600 Machos.
- 600 Fémeas.

Chiroptera
- 200 Machos.
- 200 Fémeas.

Carnivora %
- 75 Machos. <
resgrave

- 75 Fémeas. : P

(continua) S\AP

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundagdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expans&o — sala 200 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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LICENGCA LW-81/12

(continuagéo da licenga LW-81/12 - protocolo 42/12.1)

Cingulata
- 10 Machos.
- 10 Fémeas.

Pilosa
- 10 Machos.
- 10 Fémeas.

Canis familiaris
- 460 Machos.
- 460 Fémeas.

Sus domesticus
- 100 Machos.
- 100 Fémeas.

Bovinae
- 40 Machos.
- 40 Fémeas.

Capra aegagrus hircus
- 40 Machos.
- 40 Fémeas.

Rio de Janeiro, 26 de novembro de 2012.

e

Octavio Augusto Franc¢a Presgrave &
Coordenador da CEUA/FIOCRUZ

Comissao de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratdrios de Referéncia - Fundagdo Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 — Prédio da Expans3o — sala 200 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121 e-mail: ceua@fiocruz.br
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8.4. AUTORIZACAO DE PESQUISA CIENTIFICA INEA

(B
?ﬁ SN ;
e

GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
SECRETARIA DE ESTADO DO AMBIENTE — SEA
INSTITUTO ESTADUAL DO AMBIENTE - INEA

AUTORIZACAO DE PESQUISA CIENTIFICA INEA N° 020/2011

P £ ISA CIENTIFICA
EM UNIDADE DE CONSERVACAO

O Diretor de Biodiversidade e Areas Protegidas do Instituto Estadual do Ambiente — INEA, no
uso de suas atribuicdes legais, considerando a Portaria IEF/RJ/PR n° 227, de 18/12/2007, e
considerando ainda o que consta no procedimento administrativo E-07/500.901/2010,
AUTORIZA o pesquisador PAULO SERGIO D’ANDREA, vinculado a Fundagdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ, e sua equipe, Ana Maria Jansen-Franken, André Luiz Rodrigues Roque, Amaldo
Maldonado Junior, Cibele Rodrigues Bonvicino, Elba Regina Sampaio Lemos, Fabiano Araujo
Fernandes, José Luis Passos Cordeiro, José Roberto Machado Silva, Marcio Neves Béia, Pedro
Cordeiro Estrela, Ricardo Moratelli Mendonga da Rocha, Rosana Gentile, Rosangela Rodrigues
Silva, Bernardo Rodrigues Teixeira, Carla Nunes Kauffman, Cecilia Silianky de Andreazzi,
Cinthia Coutinho Rosa, Fernanda Bittencourt de Oliveira, Gabriele de Almeida Liano, Ingrid
Lorenzato Ferreira Viana, Jonathan Gongalves, Juberlan Silva Garcia, Juliana Ferraz, Liana
Stretch Pereira, Marta Jalia Faro dos Santos, Raquel de Oliveira Simdes, Renata Carvalho de
Oliveira Pires dos Santos, Rodrigo Agrellos e Sécrates Fraga da Costa Neto a obter dados no
Parque Estadual da Pedra Branca - PEPB, com vistas a execuc¢do do projeto de pesquisa
“Estudos taxondomicos, ecolégicos, genéticos e parasitolégicos sobre mamiferos
reservatérios de zoonoses de importincia para a saude publica em um mosaico de
ocupagdo antropica no Campus da Fiocruz da Mata Atlidntica e areas adjacentes, RJ",
devendo ser observadas as condi¢des discriminadas no verso deste documento e ainda aquelas
previstas na Portaria supra mencionada.

A presente autorizac¢do tem validade de 05 (cinco) anos a partir da data de sua
assinatura.
Rio de Janeiro, 31 de MAAgce de2011.

(lun- I

André llha
Diretor de Biodiversidade e Areas Protegidas
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Avenida Venezuela, 110 — Saide — Rio de Janeiro - RJ-CEP: 20081-312 — Tel.: 2332-4640
www.inea.rj.gov.br
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Condicionantes desta autorizacao:

1. Fica o pesquisador autorizado a:

a) Capturar:

a.1) espécimes dos taxons Rodentia, Didelphimorphia, por meio de armadilhas do tipo
Tomahawk e Sherman, coletar sangue, fezes e ectoparasitos e utilizar brincos para marcagao;e
a.2) espécimes do taxon Chiroptera, por meio de rede de neblina (mist-net) e pugas, coletar
sangue, fezes e ectoparasitos e utilizar colares para marcagao.

b) Coletar, por excurséo e por localidade, até:

b.1) 10 (dez) espécimes de Oligoryzomys nigripes e Akodon cursor, assim como sangue,
fezes, ectoparasitos, endoparasitos, tecidos e 6rgaos;

b.2) 06 (seis) espécimes de Didelphis aurita, Philander frenatus, Metachirus nudicaudatus,
Monodelphis americana, Micoreus demerare, Gracilinanus microtarsus, Eurioryzomys sp.,
Sphiggurus villosus, Cavia aperea, Cavia fulgida e Trinomys dimidiatus, assim como sangue,
fezes, ectoparasitos, endoparasitos, tecidos e 6rgéos;

b.3) 01 (um) espécime de Dasyprocta leporin, assim como sangue, fezes, ectoparasitos,
endoparasitos, tecidos e 6rgaos;

b.4) todos os espécimes de Mus musculus, Rattus rattus, Rattus norvergicus, assim como
sangue, fezes, ectoparasitos, endoparasitos, tecidos e 6rgaos; e

2. Fica o pesquisador autorizado, durante todo o projeto, a coletar até 10 (dez) machos e 10
(dez) fémeas por espécie do taxon Chiroptera, , assim como sangue, fezes, ectoparasitos,
endoparasitos, tecidos e érgaos.

3. Esta autorizagdo nao autoriza a coleta das espécies presentes nas listas oficiais de espécies
ameacadas.

4. O pesquisador devera entrar em contato com o Servico de Planejamento e Pesquisa da
Diretoria de Biodiversidade e Areas Protegidas, pelo telefone (21) 2334-6207, bem como com o
administrador da unidade de conservagéo pelo telefone (21) 3347- 1786 para agendamento das
atividades.

5. O pesquisador devera apresentar ao INEA relatorios parciais semestrais da atividade de
pesquisa.

6. Ao término da pesquisa cientifica deverdo ser encaminhadas ao INEA duas copias
impressas e assinadas do relatorio final de pesquisa e uma copia em meio digital em formato
pdf, ndo podendo ser ultrapassado o prazo maximo de 3 (trés) meses apos o término da
pesquisa, bem como duas copias das publicagdes cientificas e quaisquer outros materiais
produzidos a partir dos dados obtidos.

7. O pesquisador devera mencionar o nome da unidade de conservagao nos trabalhos
publicados a partir desta pesquisa.

9. O pesquisador devera dar entrada no pedido de renovagdo da Autorizacéo de pesquisa 30
(trinta) dias antes de seu término, caso necessite dar continuidade a mesma.

9. O pesquisador e sua equipe ficam comprometidos em apresentar a Autorizagéo de pesquisa,
acompanhada de um documento de identidade, sempre que solicitado por servidor do INEA,
bem como a executar exclusivamente o que foi previsto no projeto de pesquisa aprovado pelo
INEA.

10. Fica o pesquisador comprometido a comunicar qualquer alteragéo do projeto antes de sua
execugao, devidamente justificada, para prévia aprovagao.

11. A inobservancia das determinagdes relacionadas, bem como qualquer interven¢do nao
autorizada na Unidade de Conservagdo em questdo, implicara na suspens&o total ou parcial da
referida Autorizagao, e na aplicagéo de sangdes §dministrativas previstas na Lei 3.467/2000 e
na Lei 9.605/1998.
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