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RESUMO

A criptosporidiose ¢ uma importante zoonose responsavel por manifestacdes
clinicas de diarréias e gastrenterites, associado a dor abdominal, em seres humanos e
animais domésticos causada por protozoarios oportunistas do género Cryptosporidium.
Trata-se de um patogeno de veiculacdo hidrica estando disponivel para infecgdo oral-
fecal a partir de diferentes formas ambientais, incluindo a ingestdo de alimentos
contaminados e 4gua ndo tratada. E transmitida entre individuos por meio de oocistos
que ja sdo eliminados na forma infectante, sendo as principais vias de transmissdo o
contato direto (pessoa-a-pessoa), oral/fecal apresentando repercussdo mundial a partir
do surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida a qual desencadeou surtos
diarréicos com Obitos em pacientes soropositivos. Estudos destacam o papel dos
animais de estimac¢do, em especial cdes e gatos, aportando significantes beneficios para
as pessoas e para a sociedade, contribuindo para o desenvolvimento fisico, social e
emocional das criangas € com o bem-estar de seus proprietarios, em particular de
idosos. No entanto, animais de companhia podem constituir importante fonte de
infec¢do para o homem, determinando doengas genericamente denominadas zoonoses,
como a criptosporidiose. Caso agravante quanto a essa infec¢do da-se pelo fato que
grande parte dos animais infectados serem portadores assintomaticos. Das pesquisas que
tomam o idoso como objeto de interesse, hd ainda, temadticas voltadas para a
identificacdo dos fatores de risco dessa populagdo a fim de contribuir na elaboragdo de
condutas preventivas. A capacidade funcional, por exemplo, tem se mostrado um forte
indicador de autonomia e qualidade de vida dos idosos. Todavia, a maioria dessas
pesquisas aponta para a baixa capacidade funcional dos idosos no Brasil e a necessidade
de se priorizé-la, através do monitoramento das condi¢cdes de saude, de agdes
preventivas e diferenciadas de saide e de educagdo, e de cuidados qualificados e
atencdo multidimensional e integral. Dessa forma objetivou-se determinar a
contribuicdo da zoonose causada pelo Cryptosporidium spp. através do estudo dos
fatores ambientais associados a presenca do protozoario em animais domésticos de

companhia pertencentes a uma populacao de idosos do municipio de Teresopolis, RJ.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium sp., meio ambiente, animais de companhia,

1doso, diarréia.



ABSTRACT

Cryptosporidiosis is an important zoonosis responsible for clinical signs of
diarrhea and gastroenteritis, associated with abdominal pain in humans and domestic
animals caused by protozoa of the genus Cryptosporidium opportunistic. It is a
waterborne pathogen and is available for fecal-oral infection from different
environmental forms, including ingestion of contaminated food and untreated water. It
is transmitted between individuals through oocysts that are already eliminated in the
infectious form, the main transmission routes direct contact (person to person), oral /
fecal featuring worldwide repercussions from the emergence of Acquired
Immunodeficiency Syndrome which triggered outbreaks of diarrhea with deaths in
seropositive patients. Studies highlight the role of pets, especially dogs and cats,
bringing significant benefits to individuals and to society, contributing to the physical,
social and emotional development of children and the welfare of its owners, particularly
elderly. However, pets can be an important source of infection for humans, causing
diseases generically known as zoonoses, such as cryptosporidiosis. If aggravating about
this infection takes place by the fact that most of the infected animals are asymptomatic
carriers. From the research that takes the elderly as an object of interest, there are still
issues aimed at identifying risk factors for this population to help in drawing up
preventive measures. Functional capacity, for example, has shown a strong indicator of
autonomy and quality of life for seniors. However, their research shows the low
functional capacity of elderly people in Brazil and the need to prioritize it, through the
monitoring of health conditions, preventive measures and different health and
education, and skilled care and attention multidimensional and integral. Thus the
objective was to determine the contribution of infection caused by Cryptosporidium
spp. through the study of environmental factors associated with the presence of protozoa

in pet animals belonging to an elderly population in the Teresépolis City, RJ.

KEYWORDS: Cryptosporidium sp., environment, pets, elderly, diarrhea.
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1. INTRODUCAO

A criptosporidiose ¢ uma importante zoonose responsdvel por manifestagdes
clinicas de diarréias e gastrenterites, associado a dor abdominal, em seres humanos e
animais domésticos causada por protozoarios oportunistas do género Cryptosporidium
(CURRENT, 1983).

E transmitida entre individuos por meio de oocistos que sdo eliminados na forma
infectante, sendo as principais vias de transmissdo o contato direto (pessoa-a-pessoa),
oral/fecal ou indiretamente pela ingestdo de alimentos ou agua contaminados (cistos e
oocistos) (O'Donoghue, 1995).

Sua distribuigdo ¢ cosmopolita apresentando varios hospedeiros onde o C. muris
foi a primeira espécie descrita, em 1907 por Tyzzer, sendo seu desenvolvimento
endogeno restrito as glandulas estomacais de roedores. O C. parvum, também descrito
por Tyzzer (1912) ocorre principalmente no intestino delgado de varios mamiferos,
incluindo o homem (Arrowood, 2002).

O protozoario parasita Cryptosporidium emergiu como um importante
contaminante da agua, responsavel por varios surtos de criptosporidiose, afetando até
meados de 2001, aproximadamente, 427.000 pessoas em todo mundo (Teunis &
Havelaar, 2002). Em recente levantamento mundial dos surtos de doengas hidricas por
protozoarios, o Cryptosporidium esteve relacionado com 50,6% dos 325 eventos
reportados entre os anos de 1954 e 2002 (Karanis et al., 2007).

Varias espécies do género Cryptosporidium foram descritas, mas somente o C.
parvum tem sido associado as doencas gastrintestinais (Teunis & Havelaar, 2002). A
criptosporidiose pode ser fatal em imunocomprometidos e que pode debilitar
severamente individuos imunocompetentes. Outro agravante da-se pelo fato de oocistos
de que o Cryptosporidium podem sobreviver por varios meses no ambiente aquatico e
sdo também resistentes a desinfecgao por cloro utilizada no tratamento convencional de
agua (Muller, 2000).

A importancia do estudo sobre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. no
ambiente aquatico ¢ reforgada pelas citagdes da Portaria n°® 518, de 25 de margo de 2004
do Ministério da Saude (Brasil, 2004), que recomenda a inclusdo da pesquisa de
Cryptosporidium spp. para se atingir o padrdo de potabilidade da agua. Atualmente,
recomenda-se, mundialmente, o monitoramento de Cryptosporidium em sistema de
agua potavel que abastecem cidades entre 10.000 ¢ 100.000 habitantes (Franco et al.,

2001). Entretanto, os métodos normalmente usados na determinagao de oocistos na agua
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sdo ineficientes e extremamente variaveis, citando como exemplo a identificacdo de
falso-positivos por interferéncias com algas e outras espécies de protozodrios
(Jakubowski et al.,1996).

A quantidade e a qualidade da agua s3o fatores importantes para o
estabelecimento dos beneficios a satde relacionados a reducdo da incidéncia e
prevaléncia de diversas doencas, entre elas a doenga diarréica (Mota, 2003). O Brasil ¢
um dos paises que apresenta alta incidéncia de diarréia, o que repercute diretamente
sobre as taxas de mortalidade infantil (Mascarini & Donalisio, 2006) e entre os idosos
reflete-se numa mortalidade especifica tendo a diarréia causa basica relacionada as
outras desordens comuns a terceira idade (Trinh & Prabhakar, 2007).

O C. parvum tem sido reconhecido mundialmente como um dos maiores
contaminantes das aguas de consumo (Ferreira, 2003). A descri¢do da contaminagdo dos
recursos hidricos pela presenga de oocistos, provavelmente de origem humana e animal,
estdo freqiientemente associadas a surtos diarréicos e conseqiientemente a altos indices
de morbidade e mortalidade, atingindo preferencialmente imunocomprometidos e
criangas, mas também imunocompetentes e animais (Heller et al., 2004). Embora de
caracteristicas endémicas, a diarréia pode apresentar casos relacionados entre si (clinica,
distribuicao espaco-temporal, fonte de infec¢ao) que sdo capazes de caracterizar um
surto.

Segundo Fayer (1997), a transmissdo de Cryptosporidium através do meio
ambiente vem ganhando reconhecimento, especialmente, apdés a ocorréncia de
numerosos surtos associados ao consumo ou contato com aguas contaminadas. Alguns
fatores bioldgicos e caracteristicas proprias do Cryptosporidium facilitam a transmissao
da doenga através da agua. A auséncia de uma terapia especifica para o seu tratamento e
o alto nimero de oocistos excretados por individuos infectados, em torno de 10° a 10"
oocistos, assim como a ampla variedade de hospedeiros que atuam como reservatorio da
infeccdo ou favorecem a transmissao cruzada, aumentam o potencial de disseminagao
da criptosporidiose (Muller, 1999).

Os animais de estimagdo, em especial cdes e gatos, representam significantes
beneficios para as pessoas e para a sociedade. Eles contribuem com o desenvolvimento
fisico, social e emocional das criancas € com o bem-estar de seus proprietarios, em
particular de idosos. No entanto, animais de companhia podem constituir importante
fonte de infeccdo para o homem, determinando doengas genericamente denominadas
zoonoses, como a criptosporidiose, associada ao fato de que caes infectados podem ser

portadores assintomaticos. Os quadros clinicos de gastrenterite em caes, apesar de
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pouco freqiientes, geralmente estdo associados a condigdes de Stress e imunossupressao
(Robertson et al., 2000).

Estudo realizado por Lallo & Bondan (2006) no municipio de Sdo Paulo, entre
2003 e 2004, analisou 450 amostras de fezes de caes assintomaticos provenientes de um
hospital veterindrio universitario publico e de canis particulares da cidade e encontrou
uma prevaléncia de 9,5% através da técnica de Reagdo em cadeia de polimerase (PCR).
Observou-se uma propor¢do de 5,5% em animais jovens e 10,1% nos adultos, e nao
revelando diferenca com significancia estatistica entre machos e fémeas.

No Estado de Minas Gerais estudo realizado por Figueiredo e colaboradores
(2004) mostrou baixa excrecao (1, 85%) de oocistos de C. parvum em 269 amostras
fecais de caes saudaveis das cidades de Lavras e Vicosa, enquanto que Lallo & Bondan
(2006) demonstrou a potencial transmissdo aos seres humanos e ao ambiente ao analisar
450 amostras fecais de cdes na cidade de Sdo Paulo entre 2003 e 2004 das quais 43
(9,5%) apresentaram-se positivas pela técnica de PCR.

Uma vez que a excre¢do dos oocistos pode ou ndo coincidir com o periodo
sintomatico da doenga, pode haver imprecisdes quanto a sua real ocorréncia, pela
caréncia de maiores informacdes da incidéncia em individuos assintomaticos. Heller e
colaboradores (2004) verificaram uma média de 19 dias para adulto e 17 para criancas,
transcorridos do inicio dos sintomas ao término da excrecao de oocistos. Tzipori e
colaboradores (1983), estudando amostras de bile em endoscopias de rotina de 169
pacientes assintomaticos, detectaram 12,7% de positividade para os oocistos de
Cryptosporidium. Outros estudos realizados com criangas de creches afirmaram que a
excrecao dos oocistos nao € incomum, sugerindo ser subestimado o numero de
portadores (Crawford et al., 1988; Tangermann et al., 1991).

Viérios estudos generalizados tém identificado surtos de criptosporidiose em
criangas e adultos (Tzipori et al., 1983; Blagburn & Current, 1983; Janoff et al., 1990;
Tangermann et al., 1991; Mangini et al., 1992; Moore et al., 1993; Mackenzie et al.,
1995; Katsumata et al., 2000; Gambhir et al., 2003; ribeiro et al., 2004; Carrefio et al.,
2005; Mascarini & Donalisio, 2006). Entre eles destaca-se o estudo realizado na
Colombia, de um grupo de 121 criangas com afec¢do oncoldgica, 51 (42%)
apresentaram em suas fezes mais que 5 oocistos de Cryptosporidium spp. Os oocistos
também se encontraram em 47 (40%) do grupo controle de 116 criangas sem cancer. A
razdo de prevaléncia foi de 1.05 (0.76-1.34) com um intervalo de confianga de 95%
(Carreno et al, 2005) demonstrando mesma freqliéncia independente da

imunossupressao. Outro importante estudo avalia a criptosporidiose esporadica em
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estudo caso-controle nos Estados Unidos, com 282 pessoas com criptosporidiose
identificados em laboratério e 490 pareados geograficamente e por idade, demonstrando
como fatores de risco: viagens internacionais (OR = 7,7, IC 95% = 2,7-22,0), contato
com bovinos (OR = 3,5; IC 95% = 1,8-6,8), contato com pessoas de 2 a 11 anos de
idade com diarréia (OR 3,0; CI 95% = 1,5-6,2), natagdo e de agua doce (OR = 1,9; IC
95% = 1,049-3,5), ao passo que a ingestdo de vegetais crus demonstrou fator de
protecdo (OR =0,5; IC = 95% 0,3-,7) (ROY et al., 2004).

No Estado de Sao Paulo estudos relatam a ocorréncia em criangas, como o
descrito por Mangini e colaboradores (1992) em que 241 amostras de fezes de criancas
de 1-48 meses de idade que apresentavam quadro de diarréia aguda sendo cerca de 20%
destas com presenga de Cryptosporidium spp. Em 2002 ¢ 2003 estimou-se a prevaléncia
de enteroparasitas em criancas de cinco creches municipais de Botucatu, SP obtendo
15,5% (2002) e 3,7% (2003) de resultados positivos para Cryptosporidium através de
exames coproparasitologicos (Mascarini & Donalisio, 2006).

Assim como a populacdo infantil, os idosos também apresentam alta
susceptibilidade a criptosporidiose como descrito por Werner & Kuntche (2000) em
estudo sobre a fragilidade da saude do idoso na Alemanha, fato demonstrado por
Meyers (1989) onde o numero de casos fatais por patdgenos entéricos especificos
apresentam-se de 10 a 100 vezes maior em idosos que na populacdo em geral, e por
Gambhir et al. (2003) sobre a diarréia da terceira idade na India. Posteriormente,
Mirzaei (2007) em diferentes grupos etarios da populacdo do Ird evidenciou uma
prevaléncia do C. parvum em individuos acima de 51 anos dos quais 25% apresentavam
diarréia enquanto que 3,5% dos positivos ndo apresentaram quadro diarréico.

Os idosos constituem o segmento que mais cresce da populagao brasileira. Entre
1991 e 2000 o niamero de habitantes com sessenta ou mais anos de idade aumentou duas
e meia vezes mais (35%) do que o resto da populagdo do Pais (14%). Constatou uma
tendéncia de crescimento da populagdo geriatrica de 7,9% para 9,1% da populacdo total.
Neste mesmo estudo, ficou comprovado que os idosos representam cerca 5,85% da
populacdao do Brasil (IBGE, 2002). Este crescimento ndo tem sido acompanhado na
mesma propor¢ao por estudos epidemioldgicos sobre a populagdo idosa. Até muito
recentemente, os bons inquéritos de saude brasileiros excluiam esta populagdo ou
tratavam todos aqueles com > 60 ou > 65 anos de idade como se fosse um grupo
homogéneo (Albrecht et al., 2003).

A partir da percep¢ao do rapido crescimento da propor¢do de idosos no Brasil,

que se tornaram mais comuns as pesquisas sobre o processo de envelhecimento no
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nosso pais. E, diante deste quadro ainda pouco explorado se insere esta tese que objetiva
evidenciar o Cryptosporidium spp. como uma importante zoonose nos animais
domésticos de companhia, expondo um grupo susceptivel constituido pela populagdo

idosa.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cryptosporidium spp.

2.1.1 Historia

De acordo com o parasitologista americano E. E. Tizzer, a primeira descri¢ao
publicada de um parasita semelhante os Cryptosporidium em epitélio gastrico de ratos
foi por Clark em 1895. Em 1907 o préprio Tizzer descreveu claramente um protozoario
que freqiientemente era achado em glandulas gastricas de ratos de laboratorio e nao
apenas nos selvagens. Foi nomeado por Tizzer como Cryptosporidium muris, porém as
informagdes disponiveis naquele momento nao foram suficientes para se estabelecer um
novo género. Em 1910, com microscopio de resolucdo limitada Tizzer observou
estagios de desenvolvimento assexuado e sexuado, além de esporogdnias, todos por ele
interpretados como sendo estagios extracelulares; e revelou que os oocistos eram
excretados dos hospedeiros pelas fezes. Neste mesmo ano descreveu o C. muris em
grande detalhe, em escala de hospedeiros, sugerindo que os esporozoitas eram liberados
dos oocistos os quais haviam amadurecido nas glandulas gastricas, sugerindo um tipo de
autoinfec¢ao (Fayer & Ungar, 1986).

Uma segunda espécie denominada como C. parvum foi identificado e descrito
por Tizzer em 1912. Era encontrada no intestino delgado (ndo no estomago) de ratos de
laboratoério e podia ser transmitido a outros ratos os quais também o albergavam no
intestino delgado. Nesta ocasido Tizzer encontrou organismos similares em intestino
delgado de coelhos, entretanto ndo o omitiu como um hospedeiro das espécies descritas
(Ibidem).

Entre os anos de 1968 e 1981, outras espécies de Cryptosporidium em peixes,
répteis, aves e mamiferos foram nomeados na suposicdo de que cada espécie de
hospedeiro abrigava distintas espécies de Cryptosporidium (Ibidem).

O reconhecimento do Cryptosporidium associado a diarréia em bovinos por
Panciera e colaboradores em 1971 desencadeou um interesse veterinario que resultou
em numerosos casos reportados e investigados em uma variedade de animais
domésticos (Ibidem).

Os primeiros casos de criptosporidiose em humanos foram descritos em 1976,
mas relativamente poucos foram diagnosticados subseqiientemente até que a

criptosporidiose fosse relatada como sendo uma infecgdo com risco de vida em
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pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e, desde entdo, o
interesse clinico-epidemioldgico sobre a criptosporidiose aumentou consideravelmente
estimulando estudos experimentais que procurassem desenvolver um modelo animal da
doenca, buscando desenvolver sistemas do crescimento do protozoario in Vvitro assim

como testar potenciais formas desinfetantes ambientais e terapéuticas (Fayer & Ungar,
1986).

2.1.2 Classificacao

Todas as espécies de Cryptosporidium taxonomicamente classificadas

atualmente estdo descritos na Tabela 1, explicitada a seguir.

Tabela 1: Classificagdo taxonomica da Familia Cryptosporiidae

Classificacao Nome Caracteristicas Bioldgicas

Filo Apicomplexa Complexo apical com anéis polares, micronemas,
conoides e micro tibulos subpeliculares.

Classe Sporozoasida Locomogao de organismos maduros por flexdo do
corpo, deslizamento ou ondulagao.

Subclasse Coccidiasina Ciclo de vida com merogonias, gametogOnias e
esporogonias.

Ordem Eucoccidiorida  Merogonia presente; em invertebrados.

Subordem Eimeriorina Gametas masculinos e femininos desenvolvem-se
independentemente.

Familia Cryptosporiidae Homoxenos com desenvolvimento apenas sob a

superficie da membrana da célula do hospedeiro;
oocistos sem esporocistos € com esporozoitas;
microgametas sem flagelos.

Fonte: Levine et al., 1985

O Filo Apicomplexa retine organismos exclusivamente parasitas intracelulares
obrigatorios que incluem muitos patégenos importantes de animais ¢ humanos. O termo
Apicomplexa deriva de uma estrutura especializada, o complexo apical — visualizada
somente ao microscopio eletronico — que esses protozoarios utilizam para se aderirem
ou penetrarem nas células do hospedeiro. Os membros deste grupo nao apresentam
sistemas de locomocao aparentes, sdo numerosos € de distribuicdo mundial (Levine et
al., 1985).

Os protozoarios exclusivamente parasitas tendem a ser estruturalmente menos
complexos que os de vida livre, mas os apicomplexos apresentam ciclo de vida

complexo com fases reprodutivas sexuadas e assexuadas alternadas, envolvendo dois
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hospedeiros diferentes como artropodes (mosquitos ou carrapatos) e vertebrados

(animais ou humanos) (Ibidem).

O Filo Apicomplexa inclui importantes patdogenos humanos, tais como as

espécies de Plasmodium, causadores da malaria, Toxoplasma gondii, causador da

toxoplasmose e o Cryptosporidium parvum, importante causador de diarréia, patdgenos

oportunistas associados a AIDS e patogenos de animais silvestres e de importancia

econdmica, tais como Theileria, Eimeria ¢ Babesia (Ibidem).

Vinte espécies de Cryptosporidium foram nomeadas de acordo com o

hospedeiro no qual o parasita fora encontrado como na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2: Espécies de Cryptosporidium

Espécies Autor Hospedeiro
C. agni Barker e Carbonell, 1974 Ovis aries (ovelha doméstica)
C. ameivae Arcay de Peraza e Bastardo de San Ameiva ameiva (lagarto)
Jose, 1969

C. anserinum | Proctor ¢ Kemp, 1974 Anser anser (ganso doméstico)

C. baileyi Current Upton e Haynes, 1986 Gallus gallus (galinha
doméstica)

C. crotali Triffit, 1925 Crotalus confluens (cobra)

C. ctenosauris | Duszynski, 1969 Lagarto da Costa Rica

C. cuniculus Inman e Takeuchi, 1979 Oryctolagus cuniculus (coelho
doméstico)

C. felis Iseki, 1979 Felis catus (gato doméstico)

C. garnhami  |Bird, 1981 Homo sapiens (homem)

C. lampropeltis | Anderson, Dusynski e Marquardt, 1968 | Lampropeltis calligaster
(lagarto)

C. meleagridis |Slavin, 1955 Meleagris gallopavo (peru)

C. muris Tyzzer, 1907 Mus musculus (rato doméstico)

C. nasorum Hoover, Hoerr, Carlton, Hinsman e Naso literatus (peixe)

Ferguson, 1981

C. parvum Tyzzer, 1912 Mus muscullus (rato
doméstico)

C. rhesi Levine, 1981 Macaca mulatta (macaco
rhesus)

C. serpentis Levine, 1981 Colubrideos, crotalicos e
giboias

C. tyzzeri Levine, 1961 Gallus gallus (galinha
doméstica)

C. vulpis Wetzel, 1938 Vulpes vulpes (raposa européia
comum)

C. wrairi Vetterling, Jervis, Merril, Sprinz, 1971 | Cavi porcellus (porco da india)

Fonte: Fayer & Ungar, 1986
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2.1.3 Ciclo de Vida

O ciclo de vida do Cryptosporidium assemelha-se aos demais coccideos. Os
oocistos esporulados encontram-se nas fezes de um hospedeiro infectado. Através da
contaminagdo do ambiente, alimento ou agua, os oocistos sdo ingeridos por outros
hospedeiros susceptiveis. Nos tratos gastrointestinais ou respiratorios desses
hospedeiros, ocorre a liberagdo dos esporozoitas pelos oocistos e dessa forma o
parasitismo das células epiteliais. Os esporozoitas e subseqiientes estagios de
desenvolvimento sdo encontrados superficie do epitélio. Apesar dos organismos
geralmente parecerem estar aclopados a superficie da célula, todos os estagios sao
intracelulares, estando  envolvidos pela membrana da célula  porém
extracitoplasmaticamente (Current, 1985).

Segundo Fayer & Ungar (1986) os esporozoitas se diferem de um trofozoita pelo
nucleo tnico proeminente. A multiplicacdo assexuada (merogonias e esquizogonias)
resulta a partir de uma divisdo nuclear. Dois tipos de merontes (esquizontes) se
desenvolvem assexuadamente. O meronte tipo I contém de seis a oito ndcleos, os quais
se tornardo seis a oito merozoitas (quando o meronte estiver adulto). Cada merozoitas
pode invadir uma nova célula hospedeira na qual na qual se desenvolve em outro
meronte tipo I ou em um meronte tipo II, no qual apresenta merozoitas (quando esté
maduro). Os merozoitas dos merontes tipo II invadem as células do hospedeiro na qual
iniciam uma multiplica¢cdo sexuada (gametogonia) e podem se diferenciar em estagios
masculinos (microgametécitos) e femininos (macrogamontes). Na maturacdo, o0s
mirogametocitos contém microgametas semelhantes a espermatozéides os quais irdo
fertilizar os macrogamontes. O macrogamonte fertilizado ira desenvolver-se num odcito
o qual sofrerd esporulagdo (esporogdnia). Quando a esporogdnia esta completa, em seu
interior havera 4 esporozoitas potencialmente infectantes. Alguns oocistos serdo
expelidos do organismo através da matéria fecal ou, talvez, pelas secregdes
respiratorias, ou ainda, visto que outros liberam esporozoites dentro do corpo, podem

repetir o ciclo da merogodnia, da gamogodnia, e da esporogonia.
2.1.4 Aspectos ambientais
Intimeras sd3o as fontes que levam ao meio ambiente formas infectantes de

Cryptosporidium spp. como descrito em estudo classico por Fayer & Ungar (1986),

inclusive pela auséncia do critério de espécie especifico apresentado pelos estudos de
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Upton & Current (1985) em diversas espécies animais: domésticos ou ndo, mamiferos,
roedores, répteis e aves.

Embora alguns autores considerem existir um niimero limitado de informagdes
publicadas sobre a concentrag@o e a entrada de carga parasitaria patogénica em animais
domésticos, estudos indicadores de contaminagdo fecal por populagdes animais
selvagens (animais nativos e selvagens) demonstraram presenga de uma distribuicdo
mais ampla em roedores selvagens do que tem sido relatado previamente (Atwill et al.,
2001). Como exemplo a prevaléncia de 22%, 21% e 13% para C. parvum em amostras
fecais ndo diarréicas de Mus domesticus, Apodemus sylvaticus e Clethrionomys
glareolus, respectivamente, obtidas em estudo de dois anos em um sitio agricola de
Warwickshire no Reino Unido. Nesse caso os roedores podem representar um
importante reservatdrio de Cryptosporidium com elevado potencial para a infec¢do no
homem e em animais devido a coabitagdo (Chalmers et al., 1997). Semelhante estudo
demonstrou a ocorréncia de espécies de Cryptosporidium na fauna natural de pequenos
mamiferos silvestres da Mata Atlantica de trés areas serranas do Sudeste brasileiro onde
de 240 animais capturados, 39 (16,25%) apresentaram fezes alcool-acido resistentes
pela coloracdo de Ziehl-Neelsen Modificada e confirmados com Imunofluorescéncia
Direta. Embora tenha sido considerada subestimada, a presenca dos oocistos de C.
muris e C. parvum nas fezes dos pequenos mamiferos silvestres, sugeriu que estes
pudessem atuar como reservatdrios da criptosporidiose e concorrer para a contaminacao
dos cursos d'dgua e a infec¢dao de outros animais, entre eles mamiferos invasores como
Mus musculus; Rattus rattus, R. norvergicus, Myocastor sp. e destes, a transmissdo para
o homem (Dall’'Olio & Franco 2004). No entanto, sdo estes animais que tem,
frequentemente, maiores acessos as zonas ribeirinhas e arredores de reservatorios em
bacias hidrograficas, uma vez que, por defini¢do, seus movimentos sdo de dificil
controle, tornando complicada a protecdo das aguas superficiais de contaminagdes
fecais (Atwill et al., 2003).

Em comparagdo, dados sobre as concentracdes potencialmente patogénica nas
fezes de animais domésticos sdo mais abundantes, especialmente para a enumeragao e
prevaléncia de Cryptosporidium e Giardia (Graczyk et al., 2000).

Estudo sobre fatores geograficos e ambientais que contribuiram para a
contamina¢do com oocistos de Cryptosporidium parvum de bacias hidrograficas
passiveis de inundagdo sazonal na area de varzea no condado de Lancaster, Pensilvania,
EUA (Graczyk et al., 2000), a partir de fazendas selecionadas e caracterizadas de

criacdo de gado, demonstrou contaminag¢ao naquelas em que os animais tiveram acesso
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ilimitado ao riacho. Amostras de esterco, coletadas em baias de bezerro e vaca fechados
para escoamento ao quintal além de caminhos de transito de gado através do riacho,
foram testados para C. parvum e demonstraram que em 64% das anélises (n = 50) pelo
menos uma amostra foi positiva para C. parvum e 44% das propriedades tinham
oocistos em todas as amostras de esterco. Concentragdes variaram de 90-371 oocistos/g,
sendo significativamente maior (P <0,02) em amostras de bezerros que em estrume de
vacas e novilhas em confinamento.

Importante verificagdo da distribuicdo de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.
no ambiente foi realizada em estudo de 2 anos pela prevaléncia do parasita em afluente
de esgoto humano, vida selvagem e fontes agricolas associadas a Bacia do Rio de
Saskatchewan do Norte, em Alberta, no Canada (Heitman et al., 2007). Amostras de
fezes foram coletadas de bezerros, de vacas leiteiras e de suinos manejados na area da
bacia. Instalagdes de tratamento de esgoto foram amostradas bimestralmente durante o
estudo, assim como dejetos de animais de vida selvagem encontrados em locais ao
longo dos afluentes do rio Saskatchewan do Norte. Todas as amostras foram analisadas
para a presenga de Giardia e Cryptosporidium, usando a separagdo de gradiente de
sacarose seguida por microscopia de imunofluorescéncia. Cryptosporidium e Giardia
foram detectados em todas as trés fontes sendo a menor prevaléncia de Giardia (3,28%)
e Cryptosporidium (0,94%) encontrada em animais selvagens, com 6 de 19 espécies
com teste positivo. O afluente de esgoto apresentou a maior prevaléncia de Giardia
(48,80%) e oocistos de Cryptosporidium spp. (5,42%), porém, a concentragdo de ambos
0s parasitas era minima comparada com a concentraciao detectada em fezes de bovinos
onde amostras de fémeas e bezerros continham a maior concentra¢do de Giardia (média
de 5,800/g de fezes, P <0,01), e fontes de produtos lacteos continham a maior
concentragdo de oocistos de C. parvum (média de 295/g de fezes, P <0,01).

Estudo brasileiro (Heller et al., 2004) incluiu uma varredura da presenca dos
oocistos em diferentes mananciais de abastecimento, em amostras de esgotos sanitarios,
em fezes de animais e humanas, revelou elevadas concentracdes de protozoarios e,
assim, expressivo risco a saide humana sobretudo na perspectiva de validagcdo das
premissas adotadas pela Portaria No 518/2004 (Brasil, 2004).

As aguas destinadas a irrigagdo sdo fontes originais de contaminagdo quando
comportam grande quantidade de microrganismos, entretanto, alimentos que estdo em
contato direto com aguas contaminadas e sdo consumidos crus constituem fontes
factiveis de infec¢do em todas as faixas etarias e, especialmente nos mais debilitados e

potencialmente sujeitos a enfermidades diarréicas (Pacheco et al., 2002).
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Dessa forma ao avaliar variedades de hortalicas, importante alimento da

culinaria brasileira, observou-se elevados percentuais de contaminacdo bem como o

risco a saude que as hortaligas podem apresentar, quando contaminadas por protozodrios

intestinais (Oliveira & Germano, 1992; Mesquita et al., 1999; Pacheco et al., 2002;
Falavigna et al., 2005).

2.2 Criptosporidiose como zoonose

Com base nos estudos desenvolvidos nos anos 90 ficou estabelecido que o
Cryptosporidium ndo ¢ espécie-especifica ¢ que linhagens de uma espécie animal
podem infectar um amplo espectro de outras espécies. Linhagens isoladas do homem,
de bezerros, cordeiros, cabritos e cervos foram transmitidas por via oral a cordeiros,
bezerros e leitdes, nos quais causou diarréia. No caso de potros, frangos e animais de
laboratdério contaminados produziram infec¢do assintomatica (Tzipori, 1983). Esse
resultado indica que os hospedeiros e reservatdrios sdo multiplos na natureza e que uma
espécie animal pode contrair a infec¢do de outra (Acha & Szyfres, 1997).

Demonstrando a transmissdo de animais a seres humanos, Anderson e
colaboradores (1982) relatam um estudante de Veterindria que tratou de bezerros
infectados e contraiu a criptosporidiose apresentando sintomatologia apos 5 dias de
contato. Em outro episodio, 12 de 18 pessoas que haviam tido contato direto com fezes
de bezerros enfermos de Cryptosporidium durante espaco de 10 minutos a 6 dias,
contrairam a infecgdo e 9 delas tiveram diarréia e dores abdominais num intervalo de 1-
10 dias ap6s o contato. Os protozoarios isolados das pessoas e bezerros foram
transmitidos em forma experimental a bezerros, ratos, gatos, caes e cabritos, com o que
se demonstrou a possibilidade de proximidade do agente entre diferentes espécies,
incluindo o homem (Current et al., 1983).

A enfermidade humana também ocorre sem contato direto com animais e
existindo evidéncias de transmissdo da enfermidade inter-humana. Na Australia, se
descreveu um caso de um pai que contraiu a infeccdo de sua filha enferma. Uma
transmissdo direta por contato anal se comprovou em um homossexual. A transmissao
indireta pode ocorrer por ingestdo de alimentos e dguas contaminados com fezes de
homens ou animais (Current et al., 1983). Através de acidente de laboratdrio ocorrido
com um pesquisador demonstrou que um pequeno numero de oocistos seria suficientes

para contaminar um homem (Blagburn & Current, 1983).
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Um estudo realizado na Costa Rica comprovou que a infec¢dao é mais freqiiente

em criangas alimentadas com mamadeiras que entre os alimentados com leite materno
(Mata et al., 1984).

Como em outras infecgdes intestinais, a via principal de infec¢do ¢ a oro - fecal

nos animais ¢ no homem (Acha & Szyfres, 1997).

2.3 Morbidade na popula¢ao humana

2.3.1 Em criancas e adultos

A infecg@o por Cryptosporidium foi descrita em humanos a partir de dois casos
relatados 1979 e de uma série de casos (11) em 1980 (Ungar, 1990). A maioria desses
pacientes eram imunocomprometidos e o parasita foi considerado oportunista. Em 1982,
quando a criptosporidiose foi associada a mortalidade de pacientes de AIDS, um
primeiro surto foi reportado em individuos imunocompetentes (O’Donoghue, 1995;
MMWR, 1982). Desde entdo tém sido detectada em diferentes grupos populacionais em
mais de 50 paises em todos os continentes (O’Donoghue, 1995).

De 58 casos de criptosporidiose notificados ao CDC (Centers for Disease
Control and Prevention), nos Estados Unidos, até 1983, 33 eram portadores da AIDS e
sofriam de diarréia que era, geralmente, intensa e irreversivel (Fayer & Ungar, 1986).

Estudos de Fayer & Ungar (1986) e Garcia & Current (1989) analisando
amostras de fezes oriundas de exames coproldgicos enviados ao diagnostico laboratorial
de pacientes com diarréia, excluindo aqueles de pacientes com AIDS ou de situagdes
especificas de surto, observaram variagdes na prevaléncia de 0,1 a 27,1% em paises
industrializados, (Espanha, Franca, Finlandia, Dinamarca, Nova Zelandia e Australia,
com média de 56 exames = 4,9%) comparado com de 0,1 a 31,5% em paises menos
desenvolvidos (Libéria, Ruanda, Bangladesh, India e Tailandia, com média de 48
exames = 7,9).

Em estudo realizado por Miller e colaboradores (1986) a dose infectante
requerida para produzir a infec¢do nos seres humanos ndo é presumida.

Ainda na década de 80, diversos estudos com base em exames imunosorologicos
foram conduzidos em pequenos grupos de diferentes populacdes e os resultados da
soroprevaléncia variaram de 8 a 91% (média de 7 exames = 54%) sendo 8% na
Tailandia (JANOFF et al., 1990), 15,5% na Venezuela ¢ 19,8% no Peru (Ungar et al.,
1988), 17 a 31% nos Estados Unidos (Koch et al., 1985), 32% apos exposi¢do
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voluntariada na Africa (Ungar, Mulligan & Nutman, 1989), acima de 80% na Escocia
(Tzipori & Campbell, 1981) e 91% nas Filipinas (Laxer et al., 1990).

Ungar (1990) estudando amostras de individuos assintomaticos demonstrou a
prevaléncia que variara de 0 a 2% em paises desenvolvidos comparado com 0 a 9,8%
em paises subdesenvolvidos. Sugeriu-se que a prevaléncia mais elevada da infec¢do em
paises menos desenvolvidos poderia estar relacionada a questdes relativas ao
saneamento, as fontes de 4gua contaminadas, a superpopulacdo ou a um contato maior
com animais domésticos.

Em 1993, este protozoario foi responsavel pelo maior surto de disturbios
gastrointestinais registrado num pais desenvolvido. Cerca de 403.000 casos associados a
ingestdo de agua contaminada foram registrados em Milwaukee, nos EUA, com os
principais sintomas: diarréia aquosa (em 93% dos casos), colicas abdominais (em 84%),
febre entre 37,2 € 40°C (em 57%) e vOomitos (em 48%) (Mackenzie et al., 1995).

De 1990 a 2000, ao menos 10 surtos do criptosporidiose associados com agua
potavel contaminada foram relatados nos Estados Unidos (Moore et al., 1993; Barwick
et al., 2000).

Em 1995 Khel e colaboradores e Alles e colaboradores demonstraram avangos
no isolamento e identificagao do Cryptosporidium através da comparagdo dos métodos
imunoenzimatico e imunofluorescéncia direta, além do tradicional método de
identificagcdo por coloracdo Ziehl-Neelsen modificada (ZNM), proporcionando, assim
rapidez e exatidao no diagnostico.

Tzypori e colaboradores (1995) sugeriram uso corrente de nitazoxanida em seres
humanos apos estudos pré-clinicos extensivos para determinar in vitro e in vivo a
eficacia da nitazoxanida contra C. parvum em sistemas de culturas celulares ¢ em
infec¢des induzidas em animais. Em 1996, a nitazoxanida foi aprovada pelo Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA para uso compassivo limitada a doentes. Ensaios
clinicos adicionais controlados foram conduzidos para determinar a real eficicia e
beneficio do tratamento com nitazoxanida para criptosporidiose cronica.

No final dos anos 90, com a evolugdo da técnica de identificacdo molecular
através de PCR, detectou-se a diversidade de espécies que acometia humanos (Xiao et
al., 1999) através de estudos como o de Katsumata e colaboradores (2000) que
descreveu a possivel infec¢do pessoa-a-pessoa do C. muris através de fezes humanas, e
como Spano e colaboradores (1998), que relatou a distribuicdo geografica de diferentes

espécies de Cryptosporidium em diferentes hospedeiros.
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Em criangas, diversos estudos como Carrefio e colaboradores (2005) evidenciam
a presenga do Cryptosporidium assintomaticamente levando a infec¢des oportunistas.

No periodo de agosto de 1987 a julho de 1990 foram examinadas 241 amostras
de fezes de criangas com idade varidvel entre 1 e 48 meses com episddios agudos de
diarréia no Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina de Sdo Paulo. Quarenta e
duas amostras (17,43%) revelaram a presenga do Cryptosporidium spp. sugerindo a
associacdo do mesmo com a diarréia (Mangini et al., 1992).

Carvalho-Almeida e colaboradores (2006) descreveram estudo feito a partir do
surto de criptosporidiose em uma escola de educagdo infantil, que atende criancas de
classe média alta, de 0 a seis anos de idade. O surto foi detectado a partir de amostras
fecais ndo diarréicas encaminhadas ao Instituto Adolfo Lutz — SP através da rede de
saude publica onde das 64, criancas 13 (20,3%) apresentaram oocistos de
Cryptosporidium nas fezes, sendo 7 criangas com 1 de idade, 3 criangas com 2 anos de
idade e 3, com 3 anos de idade.

Ainda em 2006, Mascarini & Donalisio demonstraram dois estudos transversais
realizados em 2002 (N=379) e 2003 (N=397) onde estimou a prevaléncia de
Cryptosporidium spp. com 15,5% (2002) e 3,7% (2003) através de exames coprologicos
em criangas de cinco creches municipais de Botucatu, SP.

Recentemente, estudos conduzidos em pacientes imunocomprometidos
demonstraram significante melhora do quadro clinico diarréico. Sete ensaios clinicos
envolvendo 169 participantes por diversas origens de imunossupressao foram incluidos.
A nitazoxanida e a paramomicina foram associados com um risco relativo (RR) de
reducdo da duracdo e freqliéncia da diarréia de 0,83 (IC 95% de 0,36 - 1,94) e 0,74 (IC
95% de 0,42 — 1,31) embora ndo houvesse efeito signficante em pacientes HIV-

soropositivos (Abubakar et al., 2007).

2.3.2 Em idosos - populacio susceptivel de estudo

As doengas infecciosas sdo causas comuns do aumento de morbidades e
mortalidades em pacientes idosos ¢ expde um problema freqiiente na pratica diaria da
geriatria. As infeccdes em idosos sao um pouco diferentes do que na populacao jovem;
essas diferencas sdo atribuidas as alteragdes imunoldgicas ou mau funcionamento
organico (que declinam com a idade) (Werner & Kuntsche, 2000). O nimero de casos
fatais por patdgenos entéricos especificos apresentam-se de 10 a 100 vezes maior em

1dosos que na populagdo em geral (Meyers, 1989).
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Em 2003, estudo realizado na India (Gambhir et al., 2003) o Cryptosporidium
foi isolado em 22 (18.3%) pacientes idosos com diarréia apresentando alta significancia
(P < 0.01) comparados com grupos saudaveis de semelhante idade. Desses pacientes
66% mostraram historico de contato estreito com animais ¢ a maioria (68%) das
infecgdes por Cryptosporidium ocorreram durante a estacdo chuvosa. Entre os idosos,
17% sofreram de dores abdominais e vOomitos, 31% se apresentaram febris; porém
nenhum desenvolveu desidratacdo severa. Ainda nesse estudo associou-se o isolamento
do Cryptosporidium nos idosos com outras enfermidades como a diabetes mellitus
(22.7%), a tuberculose (9.0%), cancer (4.5%) e doencgas coronarianas (4.5%).

Ainda em 2003 Albrecht e colaboradores reportam que a populagdo norte
americana idosa, como maior grupo entre os viajantes, estdo mais susceptiveis as
diarréias “dos viajantes”, sugerindo que o Cryptosporidium seja um dos agentes de tal
transtorno.

Através da técnica de modelagem de resposta a exposigao temporal para a
associacdo entre gastrenterites, relatados a partir das internacdes hospitalares no surto de
criptosporidiose em Milwaukee (EUA) em 1993, observou-se um aumento significativo
de diarréias em idosos (p<0.001), sugerindo que este grupo apresenta maior risco a
infeccdo. Fato se deu em funcao da interrupgao do processo de filtragao do tratamento
da agua na cidade que provavelmente permitiu que o Cryptosporidium e outros agentes
patogénicos entrassem para o sistema de abastecimento publico de dgua potavel (sem
que houvesse publicagdo de provas concretas para outros patdgenos). Dessa forma
suspeitou-se que a maioria, sendo todos os casos relativos ao aumento da gastroenterite
detectada nos idosos durante este periodo foram provavelmente devido a
criptosporidiose ja que apds o evento a estimativa da magnitude do aumento de casos de
criptosporidiose graves em idosos que resultaram em hospitalizagdes ou atendimentos
de emergéncia subiu de 30 para 300 casos (Naumova et al., 2003).

Estudo realizado por Mirzaei (2007) em diferentes grupos etarios da populagao
do Ird mostra uma significativa prevaléncia (5,7%) do C. parvum em individuos acima
de 51 anos. Nesse grupo etario, 25% dos idosos apresentaram diarréia enquanto que

3,5% nao apresentaram quadro diarréico independente da infecgao.

2.4 Relacgao entre idosos e animais de companhia

A domesticacdo de animais foi identificada quando importantes civilizagdes

surgiram entre 4.000 e 3.000 a.C. as margens dos grandes rios como Nilo (Egito), Tigre
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e Eufrates (Mesopotdmia), Amarelo (China), Jorddo (Palestina), Indo ¢ Ganges (India e
Paquistao). Tais civilizagdes dominavam técnicas como a agricultura e a domesticagao
dos animais; sendo que estes animais representavam a fonte de alimento e a forga de
trabalho para as comunidades primitivas (Mannion, 1999).

Em Israel, por exemplo, foram encontrados, enterrados ao lado de humanos,
esqueletos intactos de caes em sitios arqueologicos de mais de 12.500 anos. A origem e
a historia da sua domesticacdo ainda permanecem obscura, mas os pesquisadores sdao
unanimes em afirmar que o cdo ¢ o animal melhor selecionado para o convivio com o
homem (Pennisi, 2002).

A utilizacdo de animais como terapia — Terapia Animal Assistida (TAA) foi
utilizada intuitivamente por William Tuke, em 1792, no tratamento de doentes mentais.
J& equoterapia, uma modalidade TAA, teve seus primeiros relatos como tratamento
médico no século XVIII, com o objetivo de melhorar o controle postural, a coordenagao
e o equilibrio de pacientes com disturbios articulares (De Pauw, 1984).

Friedman (1990) foi um dos pioneiros no estudo dos efeitos da interacdo
homem-animal sobre pardmetros fisiologicos e saude cardiovascular humana, sendo que
os resultados de diferentes estudos demonstraram que a TAA pode promover a satde
fisica através de trés mecanismos basicos que incluem a diminuicao da solidao e da
depressao; diminuindo a ansiedade, os efeitos do sistema nervoso simpatico e
aumentando o estimulo para pratica de exercicios. Conseqiientemente hd um impacto
positivo no controle das irritagdes didrias provocadas pelo “stress” e uma melhoria na
qualidade de vida e saude fisica dos individuos.

Atualmente espécies animais sdo adotadas como “pet” estreitando a convivéncia
com seres humanos e modificando seu papel na relagdo homem-animal (Juliano et al.,
2006).

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

Segundo Irwin (2002) ultimamente houve muitas mudangas sobre as maneiras
que a ciéncia clinica veterinaria tem sido conduzida. Os veterinarios que trabalham com
cdes e gatos de estimagdo estdo enfrentando os novos desafios associados com as

doencas parasitarias emergentes e re-emergentes.
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Faraco & Seminotti (2004) conclui que a agao do médico veterinario, orientando
e facilitando a comunicagao no grupo “multiespécie”, pode contribuir para a constru¢ao

de um clima estavel entre as pessoas e os animais de companbhia.
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3. JUSTIFICATIVA

A populagdo idosa, na maioria das vezes, depende psicologicamente da
companhia de animais, inclusive por indicagdo médica. A relagdo afetiva de um idoso
com animais de companhia sem o acompanhamento médico veterinario mostra risco
potencial zoonotico para vdarias enfermidades. Além do mais, o idoso apresenta
condicdo fisioldgica e imunologica desfavoravel a vérias enfermidades, inclusive a
criptosporidiose.

Das pesquisas que tomam o idoso como objeto de interesse, hd ainda, tematicas
voltadas para a identificacao dos fatores de risco dessa populagdo a fim de contribuir na
elaboracdo de condutas preventivas. A capacidade funcional, por exemplo, tem se
mostrado um forte indicador de autonomia e qualidade de vida dos idosos. Todavia, a
maioria dessas pesquisas aponta para a baixa capacidade funcional dos idosos no Brasil
e a necessidade de se prioriza-la, através do monitoramento das condicdes de satde, de
acOes preventivas e diferenciadas de satde e de educacio, e de cuidados qualificados e
atencdo multidimensional e integral.

Caes domésticos sao citados como fontes de infeccdo assintomaticos do
Cryptosporidium, albergando-os em seu trato intestinal e veiculando oocistos viaveis ao
ambiente através de suas fezes e estados clinicos manifestam-se com quadro diarréico
nos casos de debilidade do animal secundéria a outras enfermidades.

Trata-se de um patdégeno de veiculagdo hidrica estando disponivel para infec¢ao
oral-fecal a partir de difentes formas ambientais, incluindo a ingestdo de alimentos
contaminados e agua nao tratada.

Estudos exploram a relacdo da criptosporidiose na populagdo humana com
animais de companhia e, nesse universo busca-se avaliar o nivel que tal relagdo se
conforma pelo potencial ciclo de exposi¢do aos idosos, justificando dessa maneira a

tentativa de conhecimento do que esta ocorrendo neste grupo especifico da populagao.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Determinar a contribui¢do da zoonose causada pelo Cryptosporidium spp.através
do estudo dos fatores ambientais associados a presenca do protozoario em animais
domésticos de companhia pertencentes a uma populacdo de idosos do municipio de

Teresopolis, RJ.

4.2 Objetivos Especificos

1. Analisar os dados de prevaléncia de Cryptosporidium spp. quanto ao aspecto
ambiental no Municipio de Teresopolis;

2. Analisar as caracteristicas da popula¢dao do estudo (humana e animal) através
de medidas de tendéncia central e dispersao e por distribuigdes de freqiiéncias
e razdo de prevaléncias;

3. Determinar a prevaléncia de Cryptosporidium spp. em material fecal dos
idosos e dos animais de companhia na populagdo em estudo;

4. Determinar a associagdo entre diarrédia em idosos e prevaléncia de
Cryptosporidium spp. nos animais domésticos de companbhia;

5. Determinar a prevaléncia por histérico de diarréia entre os idosos e seus
animais examinados utilizando técnicas diferentes de detec¢do de

Cryptosporidium spp. (Ziehl-Nielsen, Imunofluorescéncia e PCR).
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de Estudo

Estudo transversal de fatores ambientais, das populacdes de idosos e animais
(caes e/ou gatos) de companhia com analise das razdes de prevaléncia para positividade

de oocistos de Cryptosporidium spp.

5.2 Populacio do Estudo

Estudo ambiental foi realizado na regido localizada na rodovia estadual RJ-130
que liga os municipios de Teresopolis a Nova Friburgo, a leste sendo denominada
Circuito “Teré-Fri” pelo clima favoravel a exploragdo turistica dos recursos naturais e
pelo pdlo agricola de importante aporte no Estado do Rio de Janeiro. Segundo dados do
Tribunal de Contas do Estado do Rio de Janeiro (2004) no setor primario, a horticultura
(alface, couve-flor, tomate, repolho, salsa, entre outros) ¢ responsavel por 81% da
producdo agricola do municipio, o qual € o principal produtor dessa cultura no Estado.

Para o primeiro estudo, elegeu-se 3 estabelecimentos produtores para coleta de
alfaces (Lactuva sativa) dos quais se obteve 50 amostras para pesquisa de oocistos de
Cryptosporidium spp. (Artigo 1). Para o segundo estudo, elegeu-se 10 estabelecimentos
agricolas analisando-se Cryptosporidium spp. e Giardia spp. na agua de irrigagdo
(Artigo 2).

Foram elegiveis para o terceiro estudo os idosos (acima de 60 anos de idade) de
ambos os sexos que tinham em domicilio cdes e/ou gatos, residentes no Municipio de
Teresopolis-RJ e que compareceram a um posto de vacinagao do municipio no periodo
das Campanhas Nacionais de Vacina¢ao Contra Gripe de 2007 e 2008 (Artigo 3) e para
o quarto estudo foram elegiveis, no periodo das Campanhas Nacionais de Vacinagdo
Contra Gripe de 2009 a 2010, os idosos com mesmos critérios de inclusdo do terceiro
estudo, porém que apenas tivessem gatos como animais de companhia (Artigo 4).

A populacdo participante da campanha que preencheu os critérios acima foi
abordada no Posto de Vacinagdo e convidada a participar da pesquisa. Apds os
esclarecimentos dos objetivos do estudo aquelas que aceitaram participar assinaram um

termo de consentimento livre e esclarecido e responderam a um primeiro questionario
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estruturado com informagoes basicas, desenhado com a finalidade de cadastrar os idosos

proprietarios de animais.

5.3 Estimativa da populacio de estudo

Com base na Campanha Nacional de Vacina¢ao Contra Gripe de 2006 quando
foram vacinadas 8000 pessoas acima de 60 anos no municipio de Teresopolis-RJ e
adotando uma relagao de 1 animal doméstico para cada 10 habitantes baseado em dados
da Organizagdo Mundial da Satide (WHO, 1990) e do Instituto Pasteur de Sao Paulo,
Brasil (Reichmann et al., 1999), estimou-se para toda pesquisa o comparecimento de
cerca de 800 idosos proprietarios de animais, em cada campanha de vacinacao.

Considerando uma populagdo estavel humana/animal, o acercamento da
populacdo de estudo se deu subsequentemente nos anos 2007 — 2010, realizando-se todo

projeto.

5.4 Fonte de Informacao

Cada proprietario foi visitado em seu domicilio, onde foram avaliados, através
de instrumento especifico, as condigdes de saude do(os) animal(ais) e da(s) pessoa(as)

idosa(as) informaram dados pessoais.

5.4.1 Instrumentos de Coleta de Dados

O primeiro instrumento foi utilizado durante as Campanhas Nacionais de
Vacinacdo de Idosos de 2007, 2008, 2009 e 2010, para o cadastro e contemplou as
varidveis demograficas e tipo de animal doméstico (ANEXO 1).

O segundo questionario foi preenchido apds as as Campanhas Nacionais de
Vacinacdo de Idosos, através de entrevista com o (os) idoso (os) do domicilio no
momento do 2° contato contemplando variaveis do idoso e seus animais de companbhia,

além de instrucdes para coleta de amostras fecais (ANEXO 2).
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5.5 Variaveis do Estudo

Através de questionario estruturado, construido com base em instrumentos
padronizados e validados ja utilizados em outros estudos nacionais, foram obtidos dados
para populacdo idosa e de animais de companhia.

As variaveis para os idosos foram: sexo, faixa etaria, estado civil, tabagismo e
historico de diarréia nos ultimos 12 meses. Ja as variaveis para caes e gatos foram: sexo,
faixa etaria, estimativa de peso, estado geral e histérico de diarréia nos ultimos 12
meses. Consideraram-se também varidveis quanto ao ambiente de convivio com os
animais de companhia tais como: fonte de agua ingerida, habitat interno e/ou externo ao

domicilio e acondicionamento e destino das fezes dos mesmos.

5.6 Coleta de Amostras Bioldgicas

As amostras foram coletadas em funcdo de andlises para identificacdo de
oocistos em diferentes substratos. Dessa forma, procedeu-se de acordo com

metodologias protocoladas em referéncias a seguir descritas.

5.6.1 Amostras fecais de animais e idosos

Amostras fecais foram coletadas de cada individuo (animal de companhia e
idoso) em dois frascos com formalina a 10% e sem conservante. As amostras ndo

formolizadas foram submetidas ao congelamento de -20°C.

5.6.1.1. Diagnéstico por Microscopia Optica - Ziehl-Neelsen Modificado

As amostras foram acondicionadas em formalina a 10%, diluidas em PBS pH
7.2, filtradas em tamis de plastico e gaze dobrada em quatro. Recolheu-se o filtrado em
um tubo de centrifuga, colocando somente até sua metade e completando-se o tubo com
solugdo saturada de agucar, cobrindo-se em seguida o tubo com parafilme.
Homogeneizou-se bem por agitagao e centrifugou-se a 400 rpm por 5 minutos de acordo
com a técnica de centrifugo flutuacdo de “Sheather” em solucdo saturada de acucar
(Anderson, 1981).

Utilizando o concentrado obtido, fizeram-se esfregagcos em duplicata delgados e

homogéneos em laminas de microscopia. ApoOs isso, ¢ deixado secar ao ar e
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posteriormente ¢ fixado em metanol por 5 minutos. Deixar secar ao ar a temperatura
ambiente. A seguir, corar com carbolfucsina por 5 minutos e processar as lavagens,
utilizando primeiramente alcool etilico a 50% e a seguir dgua corrente. Descorar a
lamina mergulhando-a em 4lcool acido a 1% (4cido cloridrico concentrado em alcool
etilico 95%). Lavar novamente em agua corrente ¢ contra corar com azul de metileno
por 1 a 5 minutos. Lavar em 4gua corrente e deixar as laminas secarem ao ar. Examinar
ao microscopio Optico em objetiva de 10 vezes, confirmando em objetiva de 40 vezes de

aumento e, se necessario, em objetiva de imersdo em aumento de 1.000 vezes

(Henriksen & Pohlenz, 1981).

5.6.1.2 Diagnostico por ensaio imunoenzimatico

Utilizou-se o teste imunoenzimatico para deteccdo qualitativa do antigeno
oocistos de Cryptosporidium nas amostras fecais congeladas de animais de companhia e
idodos. Nessa metodologia utilizaram-se anticorpos monoclonais e policlonais contra o
antigeno de superficie do organismo. As cavidades da micro placa presente no kit
RIDASCREEN® Cryptosporidium (2008) contém anticorpos monoclonais imobilizados
e o conjugado consiste de um anticorpo policlonal, ambos especificos para o antigeno
celular de superficie. Dessa forma, apds descongelamento obteve-se, a partir de 0,1ml
da amostra de fezes diluidas, uma aliquota com dilui¢do de 1:5 em diluente do kit. Esta
foi transferida para a cavidade da micro placa e quando na presenga do antigeno de
Cryptosporidium este se ligou ao anticorpo monoclonal imobilizado. Quando
adicionado o conjugado, ele ligou-se ao complexo antigeno-anticorpo, sendo que todo
material ndo ligado foi removido nas etapas subseqiientes de lavagem. Na adi¢do do
substrato revelou-se cor amarela das amostras positivas em leitura por
espectrofotometria em comprimento de onda duplo a DO 450/550 > 0,090nm (Fayer &
Ungar, 1986). Para a determinacao do valor cut-off, 0,15 unidades de absorbancia foram
adicionados a absorbancia medida do controle negativo. Considerou-se como cut-off o
valor de absorbancia do controle negativo + 0,15. As amostras cujo valor de
absorbancia ficaram mais de 10% acima do cut-off calculado foram consideradas
positivas.As amostras cujo valor de absorbancia ficaram numa faixa entre + 10% do cut-
off foram consideradas indeterminadas e foram repetidas. Ao se repetir e ainda assim
permanecendo na area cinza, a amostra foi considerada negativa. E as amostras que
ficaram mais de 10% abaixo do cut-off calculado foram consideradas negativas

(RIDASCREEN® Cryptosporidium, 2008).
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5.6.1.3 Diagnéstico por extracio de DNA e reacio em cadeia de polimerase (PCR)

Para isolamento do DNA genomico dos oocistos de Cryptosporidium nao foram
utilizados kits sendo a metodologia utilizada descrita a seguir.

Apds descongelamento das amostras em banho Maria a 65°C por 10 minutos,
retirou-se uma aliquota das fezes totais para microtubo de 1,5ml no qual se diluiu com
1000ul de PBS, homogeneizou-se e centrifugou-se a 10000 rpm por 5 minutos. Repetiu-
se essa lavagem por mais duas vezes até que o sobrenadante estivesse claro. O
Sedimento foi ressuspenso em 500ul da solucdo de lise contendo PB-mercaptoetanol
(15%) e incubado em banho Maria a 65°C por 2h e 30 minutos. Interrompeu-se a reagdo
colocando o tubo em gelo (0°C) por 10 minutos e, em seguida, em temperatura
ambiente por 15 minutos. Para a extracdo de DNA acrescentou-se 500ul de solugdo
fenol-cloroformio-alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugou-se a 12000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e acrescentado 500ul de
loroférmio-alcool isoamilico, e centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos.
Cuidadosamente, com a pipeta automatica, o sobrenadante foi novamente transferido
para outro tubo limpo e acrescentado 500ul de isopropanol gelado e centrifugado a
12000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e acrescentado 500ul de etanol
gelado e centrifugado a 12000 rpm por 3 minutos. Descartado o sobrenadante, o tudo
foi secado a vacuo por 12 horas. O DNA foi eluido com 50ul do tampao TEII (Tris-
EDTA) e armazenado a 4°C até o momento de ser utilizado na amplificagdo pela reagio
em cadeia de polimerase (Ausubel et al., 1995; McPherson & Moller, 2000).

Para realizar a detec¢do de Cryptosporidium spp. com uma etapa tnica de PCR,
foi selecionado o par de iniciadores por Awad-El-Kariem e colaboradores (1994)
referido como AWA e tem como alvo a regido hipervariavel do gene 18SSU rRNA de
Cryptosporidium spp. Esses primers género-especificos sdo: AWA99SF (5'— TAG
AGA TTG GAG GTT GTT CCT - 3") e AWA1206R (5= CTC CAC CAA CTA AGA
ACG GCC - 3") que amplificam a regido conservada de aproximadamente 211 pares de
base do 18 rRNA e ndo ¢ usada para diferenciagdo de espécies. Para cada rea¢dao usou-
se uma mistura de PCR (master mix) para um volume final de 25ul: Sul de DNA; 2,5ul
de tampao 10X; 2mM de cloreto de magnésio (Ampliqgon® - cod: 250706); 200 uM de
deoxinucleosideo trifosfato (Promega®) (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 0,5uM década
primer e 1,25U de polimerase termoestavel (Tag-polimerase, Invitrogen®) diluidos em
14,05ul de 4gua Milli-Q. Para amplificacdo do DNA alvo, a reacdo de PCR foi realizada

num ciclo inicial de desnatura¢do a 95°C por 7 minutos seguido de 40 ciclos de
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desnaturagio a 94°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1 minuto e extensdo a 72°C
por 3 minutos, terminando com uma extensio final a 72°C por 7 minutos mantido a 4°C
até ser retirada do termociclador (Mastercycler gradient — Eppendorf). Apds a PCR
foram adicionados 5ul de azul de bromo fenol em cada tubo contendo o produto
amplificado. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,8%, corado com 50ul de solugao de brometo de etidio, imerso em tampao TAE 1X,
aplicando-se 10pl do produto de PCR em cada poco do gel. Em cada corrida de gel, de
uma hora, a 153V, foram adicionados 5ul de marcador de peso molecular (1IKb DNA
ladder; 1pg/ul, Invitrogen, USA). O gel foi visualizado em fonte de luz ultravioleta a
365nm e foto documentado (Higgins et al., 2001). A imagem foi obtida através do
sistema de aquisi¢do de imagens Epi Chemi II Darkroom (UVP) e o software Labworks

(UVP).

5.7 Trabalho de Campo

Este estudo teve o apoio da Secretaria de Saude de TeresOpolis e a autorizacao
para a realizagdo da primeira etapa dos trabalhos durante o periodo da realizacdo das
Campanhas Nacionais de Vacinagao Contra Gripe.

Para realizagdo do inquérito uma equipe de supervisores € entrevistadores foi
selecionada a partir dos cursos de graduagdo de medicina veterinaria UNIFESO e
submetidos a treinamento especifico pela equipe de coordenagido do projeto.

A abordagem dos individuos idosos se deu durante a Campanha Nacional de
Vacinagdao Contra Gripe, que ¢ realizada tradicionalmente no fim do més de abril e
inicio do més de maio. A estratégia esta escolhida por considerar que neste tipo de
demanda grande parte da populagdo idosa, independente da classe social, busca a rede
de atencdo basica para receber a vacina.

Para controlar a qualidade do trabalho de campo, as entrevistas foram
submetidas por um processo de revisdo dos questiondrios preenchidos, primeiro pelo
proprio entrevistador, em seguida pelo supervisor e por ultimo pelos responsaveis pela
entrada de dados. Os erros de preenchimento, as inconsisténcias € as respostas em

branco foram confirmados por contato posterior.

Foi realizado, para a verificagdo da consisténcia da digitagdo dos dados, um
controle de conferéncia de varidveis-chave em 30% dos questionarios. Além disso,
relatorios de inconsisténcias foram emitidos para verificagdo junto aos questionarios ou

por re-entrevistas telefonicas.
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5.8 Analise dos dados

As caracteristicas da populacdo do estudo (humana e animal) foram descritas
através de medidas de tendéncia central e dispersdo e de distribui¢des de freqiiéncias.
Foram estimadas prevaléncias pontuais, com seus respectivos intervalos de confianga de
95% sendo realizada a modelizagdao estatistica multivariada de Poisson buscando

identificar caracteristicas associadas a prevaléncia de diarréia em idosos.

5.9 Caracterizacao do sitio de Estudo

5.9.1 Localizacao

O municipio de Teresépolis foi criado em 06 de julho de 1891 e faz parte da
Regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro estando distante da capital 90 km.
Apresenta os seguintes municipios como limitrofes: Petrépolis, Sdo José do Rio Preto,
Sumidouro, Nova Friburgo, Cachoeiras de Macacu e Guapimirim. Ocupa uma area de
772.,4 km? e tem altitude da sede de 871 m. Suas coordenadas variam de: 22° 06’ 52" a

22°28 38" de latitude e 42° 42° 17" a 43° 03 19" de longitude.

5.9.2 Dados populacionais

De acordo com o Censo Demografico do IBGE (contagem de 1999), o
municipio apresenta um total de 138.081 habitantes com 115.198 (83,5%) habitantes na
zona urbana e 22.883 (16,5%) habitantes na zona rural, apresentando uma densidade
demografica de 158,7 hab/km? e taxa de urbanizagdo de 83,9%. Do total de habitantes,
13.795 (10%) sdo idosos com idade acima de 60 anos caracterizando a populagdao de

estudo.

5.9.3 Pertfil socio-economico

O municipio de Teresopolis tem sua economia basicamente constituida do
turismo, da industria, da agricultura e do comércio.
As atividades industriais desenvolvidas em Teresopolis sdo tipicamente

atividades que atendem as necessidades locais da populagdo e algumas delas estimulam
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o turismo, como ¢ o caso da industria mobilidria e da industria alimenticia. Este perfil
ficou bem caracterizado nas informacgoes obtidas no cadastro RAIS (Relacdo Anual de
Informagdes Sociais), ano base 1995, que apontou em Teresopolis 288 Unidades
Industriais Locais. O cadastro da RAIS mostrou a industria como um todo no municipio
de Teresopolis, sendo que as tipologias com maior freqiiéncia confirmam a
caracteristica de cidade com possibilidades de incentivo ao turismo. A atividade de
Mobiliario estd representada por 19,10% (55 industrias) das industrias do cadastro.
Confirmando a importancia desta atividade, constata-se no municipio a existéncia de
sofisticadas lojas do ramo mobiliario espalhadas pela cidade. A industria de Alimentos e
Bebidas aparece em uma posicao de destaque com 18,06% (52 industrias) e quem visita
Teresopolis encontra a sua disposi¢do cerca de 20 padarias, o que representa 6,25% das
industrias do municipio. A industria de Vestuario com 11,11% (32 industrias) tem
importancia para o turismo, o que se traduz nas diversas lojas de roupas e na tradicional
feira de Teresopolis. A atividade de fabricagdo de produtos de Madeira participa com
7,99% (23 industrias) do total de industrias.

No cadastro, 47,60% (137 industrias) das industrias sdo microempresas, que de
acordo com o SEBRAE - Servigo de Apoio as Micro e Pequenas Empresas, no ambito
municipal, sdo as empresas cuja receita bruta anual € igual ou inferior a 26.758,35 UFIR
(R$ 26.142,90 - valores de setembro de 1999), a serem convertidas em moeda corrente
pelo valor dessa unidade em 10 de julho do corrente exercicio.

Este percentual de microempresas no municipio indica que as pequenas
industrias estdo contribuindo para a movimentagdo da economia do municipio, mas
empregam um numero menor de pessoas em relacdo as industrias tradicionais.

A atividade industrial em Teresopolis soma um total de 3.102 funcionarios e
entre as atividades com maior numero de funcionarios estdo: Fabricagdao de Moveis e
Industrias Diversas com 36,85% (1.143 funcionarios), Fabricacdo de Produtos Téxteis
com 19,60% (608 funcionarios), Confeccdes de Artigos do Vestudrio e Acessorios com
13,09% (406 funciondrios) e Fabricacdo de Produtos Alimenticios e Bebidas com

9,28% (288 funcionarios) (IBGE - Projeto Teresopolis 1999).

5.9.4 Nivel de escolaridade dos chefes de familia com mais de 15 anos de idade

A contagem da populagdo realizada pelo IBGE em 1996 apresenta um indice de

alfabetizagdo dos chefes de familia acima dos 15 anos de idade como de 98,2%. De

acordo com o relatorio de Socio-Economia do Projeto Teresopolis, "os indicadores de
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que 71,9 % dos chefes de familia com mais de 15 anos de idade apresentavam niveis de
escolaridade até sete anos de estudo, ou seja, com o 1° grau incompleto, constitui um
dos fatores de baixa sustentagdo socio-econdmica do territorio. Segundo os dados da
contagem da populacdo realizada pelo IBGE em 1996, 14,86% desse percentual ndo
apresentava nenhuma instrucao escolar, outros 22,54% nao tinha concluido a 4* série do
primeiro grau e os demais 34,5% ndo tinha concluido a oitava série, o que lhes
garantiria a conclusdo do primeiro grau na atualidade (IBGE - Contagem da populagao,
1996).

Enquanto nos setores urbanos do 1° distrito (Teresopolis) os chefes de familia
com mais de 15 anos de idade com até sete anos de escolaridade era de 67,69% em
1996, incluindo nesse percentual os 12,53% sem nenhuma instrugdo, nas areas rurais do
2° e 3° distritos esse percentual era de 91,98 %, incluindo os 26,44% sem nenhuma
instrugdo. Ja nos setores considerados como de aglomerados de habitagdes subnormais
(favelas), esse percentual era de 69,07%, incluindo os 19,4% sem nenhuma instru¢ao
(IBGE - Contagem da populagao, 1996)

Os baixos niveis de escolaridade da maioria da populacdo teresopolitana,
constituem um dos principais fatores que influenciam na constru¢do do espago
geografico no municipio, pois limita a insercao de boa parte da populacdao no mercado
de trabalho no nivel das exigéncias atuais, diminuindo o potencial de rendimentos da
populacdo, aumentando a exclusdo e os espacos de baixa sustentagdo econdOmica e

social (IBGE, 1999).

5.10 Aspectos Eticos

Registre-se que o Comité de Etica em Pesquisas da Ensp/Fiocruz, aprovou o
presente estudo, estando os procedimentos de acordo com a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Satude. Foi elaborado um consentimento informado que encontra-

se em ANEXO III.
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6. RESULTADOS

Os resultados foram compatibilizados em fun¢do dos objetivos definidos neste
trabalho, os quais sdo apresentados a seguir. Destaca-se que a apresentacdo detalhada

encontra-se nos anexos.

6.1 Resultado que contempla o objetivo 1

6.1.1 ARTIGO 1: “Deteccdo de Cryptosporidium parvum em alfaces frescas para
consumo cru. Estudo de caso: Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil”. Cassia R. A. Pereira,

Aldo P. Ferreira, Rosalina J. Koifman. Gaia Scientia 2008, 2(2): p-31 - 36.

A criptosporidiose humana surgiu como importante infeccdo gastrintestinal
como resultado da ingestdo de vegetais in natura ou contato de pessoa a pessoa, ambos
contaminados pelo Cryptosporidium parvum. Este patogeno tem especial significado
clinico por causar um quadro diarréico profuso, em pessoas imunodeprimidas, incluindo
pacientes com AIDS e pacientes com cancer que recebem quimioterapicos sob regimes
toxicos medicamentosos. O emprego de agua contaminada, ndo potavel, para a
producdo de hortalicas, especialmente alface, pode representar importante fonte
potencial de sua presenca. Este artigo analisou a incidéncia de C. parvum em alface
frescas para consumo cru, através de estudo de caso em Teresopolis, RJ, Brasil.
Conclui-se que a ingestdo de hortalicas contaminadas por estruturas parasitarias ¢ uma
via importante de transmissao de enteroparasitoses, necessitando a adogao de medidas,
por parte dos 6rgdos de vigilancia sanitaria, que resultem em uma melhoria da qualidade

higiénica desses produtos.

6.1.2 ARTIGO 2: “Ocorréncia de enteroprotozoarios em aguas de irrigacdo de
estabelecimentos produtores de hortalicas. Estudo de caso: Teresopolis, RJ”. Céssia
Regina Alves Pereira, Aldo Pacheco Ferreira, Marco Aurélio Pereira Horta. Submetido

- Revista de Patologia Tropical.

Foi detectado Cryptosporidium spp. e Giardia spp. nas aguas destinadas a
irrigagdo utilizadas em 10 estabelecimentos produtores de hortalicas do municipio de
Teresopolis, RJ. O periodo de pesquisa deu-se de maio a dezembro de 2010. Para o

isolamento de Cryptosporidium spp. utilizou-se 0 método de concentra¢do de oocistos
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por centrifugagdo em membrana filtrante. Para determinag¢do da presenca/auséncia de
oocistos e cistos utilizou-se a imunofluorescéncia direta (IFD). Os coliformes totais
(CT) e termotolerantes (CTT) foram avaliados de acordo com a Portaria n® 518. A IFD
proporcionou confirmagao de 23,82% de amostras positivas de Cryptosporidium spp. no
periodo chuvoso e de 41,44% no de seca; e confirmagdo de 21,63% de amostras
positivas de Giardia spp. no periodo chuvoso e 45,33% no de seca. No periodo chuvoso
a média de CT foi de 37,6 NMP/100ml e de CTT 17,8 NMP/100ml. Para o periodo seco
a média de CT foi de 45,5 NMP/100ml e de CTT 19,9 NMP/100ml. Urge a
implementagdo de agdes sanitarias nos estabelecimentos agricolas produtores de
hortalicas e do municipio de Teresopolis, para que tenha a garantia de que a agua de

irrigacdo nao contamine os alimentos, nem ofereca riscos a saude da populacio.

6.2  Resultados que contemplam os objetivos 2,3,4 ¢ 5

6.2.1 ARTIGO 3: “Prevalence of Cryptosporidium spp. in elderly domestic companion
animals from Teresopolis municipality, RJ, Brazil”, Cassia R. A. Pereira, Aldo P.
Ferreira, Rosalina J. Koifman, Sérgio Koifman. Revista Brasileira de Geriatria e

Gerontologia. Aceito para publicacdo em 16-9-2010.

This study aims to highlight the prevalence of cryptosporidiosis in domestic
companion animals. Eligible for study were all elder (60 yr. or over) of both gender who
have dogs and / or cats at home, living in the city of Teresopolis,RJ, Brazil attending a
public vaccination center in the municipality during the national influenza vaccination
campaigns in 2007 and 2008. The presence of one or more oocysts in fecal material
(positive for Cryptosporidium spp.) was identified in 87 (29.0%) of these animals, and
28.7% showed about 2 or more oocysts per field. Among the 300 examined animals,
the prevalence of diarrhea antecedents was 27%, reaching 29.5% in dogs and 24.7% in
cats (p> 0.05). This observation is suggestive of the need of further investigation, since
there are few studies that explore the cryptosporidiosis relationship in the human

population with companion animals.

6.2.2 ARTIGO 4: “Analise da prevaléncia de Cryptosporidium spp. em felinos de
companhia de idosos. Estudo de caso: Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil”. Cassia
Regina Alves Pereira, Aldo Pacheco Ferreira, Marco Aurélio. P. Horta, Rosalina Jorge

Koifman. Submetido - Revista Baiana de Saude Publica.



37

Foi pesquisada a prevaléncia de criptosporidiose em gatos domésticos de
companhia em idosos (acima de 60 anos de idade) de ambos os sexos, residentes no
Municipio de Teresopolis € que compareceram a um posto de vacinacdo do municipio
no periodo da vacinacdo contra gripe de 2009 e 2010. A prevaléncia de diarréia nos
idosos foi 29,4% e nos felinos 24,5%. Foi identificada presenca de 1 ou mais oocistos
em 16,7% dos idosos e 12,7% nos felinos. A anélise da razao de prevaléncia de diarréia
evidenciou uma forte associagdo em idosos (RP = 4,37, IC a 95%: 2,67 - 7,16), porém
com menor forca de associagdo, mas ainda com significancia estatistica para felinos (RP
= 2,16, IC a 95%: 1,06 — 4,39). Pela imunofluorescéncia confirmado pelo PCR houve
semelhante for¢a de associagdo em idosos (RP = 4,43, IC a 95%: 3,04 — 6,45), porém
observou-se um aumento na forga de associagdo para felinos (RP = 4,67, IC a 95%: 3.9
— 6,81). E preocupante, mas importante para a saude ptblica, os achados obtidos com
esta pesquisa por demonstrar a relagdo zoonoética do Cryptosporidium spp. presente nas

amostras fecais dos animais de companhia do grupo populacional de idosos estudados.
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7. DISCUSSAO

O estudo ambiental para presenca de Cryptosporidium spp. em alfaces frescas
cultivadas na regido rural do municipio de Teresopolis “Circuito Teré-Fri” apresenta
significancia regional para a saude coletiva uma vez que ¢ importante pélo fornecedor
para comercializagdo na maioria dos municipios do Estado do Rio de Janeiro. A alface
lisa (Lactuva sativa) tem representacdo na cultura alimentar brasileira pelo valor
nutritivo e baixo custo para aquisi¢ao.

Ao comprovar 100% de contaminacdo nas folhas da base dos pés de alface com
oocistos de Cryptosporidium por contaminagao direta do solo demonstrou-se a presenca
natural no ambiente como descrito por Fayer e Ungar, (1986), a relagdo da presenca do
animal de produgdo com a atividade humana de acordo com Acha & Szyfres (1997) e
suas descargas fecais, quer seja pela presenga de esterco fresco proveniente de criagdes
proprias, concordando com estudo nos Estados Unidos por Graczyk e colaboradores
(2000) ou ainda por dejetos utilizados como adubo para fontes agricolas como Heitman
e colaboradores (2007) descreve em fazendas canadenses. No Brasil utiliza-se
culturalmente o estrume in natura como fertilizantes para hortaligas, o que, segundo
Dias (2002) compromete a agua que irriga essas plantagdes, muitas vezes oriundas de
rios ou nascentes contaminadas, possibilitando a chegada a mesa do consumidor de
alimentos contaminados embora Roy e colaboradores (2004) relate que comer vegetais
crus seja fator de protecdo (OR = 0,5; IC = 95% 0,3-,7) para a infec¢do por
Cryptosporidium sp..

Em consonancia com Chalmers e colaboradores (1997) a presenga de animais
silvestres contribui para aspectos geograficos da distribuigdo do parasito,
ocasionalmente pequenos mamiferos e roedores provenientes das areas de reserva de
Mata Atlantica serrana corroborando com o descrito por estudo de Dall’Olio & Franco
(2004) nas redondezas do sitio de estudo.

Ao evidenciar presenca de oocistos em 38% das folhas do meio do pé de alface
demonstrou-se uma forma de contaminagdo relacionada a dgua contaminada, uma vez
que em seu habitat natural, a Lactuva sativa apresenta uma formagao folhosa densa ¢
fechada ao miolo como descrito por Rolim & Torres (1992).

Porém a suposicdo de que a agua de irrigagdo, sem controle prévio de
potabilidade e proveniente de mananciais poderia ser potencial fonte de surto de
doengas como descrito por Gostin e colaboradores (2000) e Pacheco e colaboradores

(2002) comprovou-se ao se analisar as aguas utilizadas na irrigagdo de 10
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estabelecimentos agricolas produtores de hortali¢as pesquisados nos periodos de maio a
dezembro de 2010 no “Circuito Teré-Fri” do municipio de Teresopolis, RJ,
compreendendo periodos de seca e de chuvas. Este estudo possibilitou a confirmagao de
23,82% de amostras positivas de Cryptosporidium spp. no periodo chuvoso e de 41,44%
no periodo de seca, assim como as concentracdes médias de coliformes totais descritas
para o periodo chuvoso de 37,6 NMP/100ml (18 - 78) e 17,8 NMP/100ml (7 — 41) para
os termotolerantes; e para o periodo seco as concentragdes médias de coliformes totais
de 45,5 NMP/100ml (15 — 71) e 19,9 NMP/100ml (6 - 33) para os termotolerantes
denotaram importante indicador de contaminagdo de origem fecal como indicador de
organismos resistentes de acordo com Gostin e colaboradores (2000) devido a
movimentagdo animal, o que torna dificil o controle e a protecdo dos corpos d’agua e
aguas superficiais como descrito por Atwill et al. (2003) assim como aguas subterraneas
descrito por Gamba e colaboradores (2000).

Em relacdo a presenga de animais, observaram-se apenas presenca animais
domésticos de pequeno porte como aves, cdes e gatos em todos os estabelecimentos
agricolas durante a obten¢do de amostras. Além disso, todos os estabelecimentos
agricolas apresentavam edificacdes como casas de alvenaria e barracdes abertos ou
galpdes para manipulacdo, armazenamento e distribuicdo da producdo agricola. Em 4
das instalagdes sanitarias observou-se rede de abastecimento e coleta de esgoto, € nas 6
restantes, sem abastecimento de dgua e o esgoto era destinado a fossa séptica.

Ainda neste segundo estudo, observou-se que a média da densidade de oocistos
de Cryptosporidium de 1,46 x 10*/L no periodo chuvoso aumentou para 6,09 x 10°/L no
periodo seco demonstrando provavel permanéncia e resisténcia ambiental do oocisto e
fazendo desse local constante fonte de infec¢do aos animais silvestres e domésticos que
transitam ao longo dos corpos hidricos corroborando estudos de Heller e colaboradores
(2004). Demonstrou-se entao que foi ultrapassado o grau de risco aceitavel pela USEPA
nos Estados Unidos para uma infec¢ao anual em 10.000 habitantes (Macler & Regli,
1993; USEPA, 1998) onde a concentragdo de Cryptosporidium nao deve ser superior a
3x10° oocistos/L.

Na pesquisa com os indicadores de qualidade de agua (Coliformes Totais e
Coliformes Termotolerantes), sua deteccdo também se deu, denotando condigdes
sanitarias precarias locais, fato identificado nas observagdes em conversas informais
realizadas na pesquisa de campo. Deixa claro de que a que a falta de saneamento basico
juntamente com ma conservacdo ambiental sdo fatores determinantes na contaminagao

dos recursos hidricos (Ludwig et al., 1999; Gostin et al., 2000) e assim justifica a
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presenga microbioldgica na aguas de irrigacdo dos estabelecimentos agricolas da regido
estudada; fato também ja sinalizado por outros autores de outras areas agricolas
investigadas (Oliveira & Germano, 1992; Ferreira et al., 2000).

Embora ambas as pesquisas — Cryptosporidium na alface lisa e agua de irrigagao
- tenham utilizado pequena amostragem, apresentam problema na implantacdo de
politicas sanitérias aliadas ao tratamento das pessoas infectadas, bem como o fomento a
programas educacionais junto as populacdes do meio rural para conscientizagdo desse
problema de carater coletivo j& que muitos casos s3o assintomaticos, ndo existe
tratamento efetivo e pode ser fatal em individuos imunocomprometidos. Logo, estamos
de acordo com Silva e colaboradores (2005) ao sugerir que ingestdo de hortalicas
contaminadas por estruturas parasitirias ¢ uma via importante de transmissdo de
enteroparasitoses, necessitando a adog@o de medidas, por parte dos 6rgdos de vigilancia
sanitaria, que resultem em uma melhoria da qualidade higiénica desses produtos.

A preocupagdo com as fontes e a incidéncia da infec¢do humana por parasitas
patogénicos envolvidos na veiculagdo hidrica e alimentar, deveriam proporcionar um
monitoramento e tratamento sanitario nos diferentes usos da 4gua e, para tal, emerge a
aplica¢ao de tecnologias para a prevencao, deteccdo e inativagdo da carga parasitaria,
rotineiramente presente em mananciais brasileiros como descrito por Heller e
colaboradores (2004).

No terceiro estudo os 300 individuos idosos residentes no municipio de
Teresopolis, RJ que demandaram a campanha de vacinagdo contra a gripe nos anos de
2007 e 2008 eram proprietarios de pelo menos um animal doméstico,
predominantemente do sexo feminino, apresentavam uma clara preferéncia por caes
como o animal de escolha para companhia, € na sua maioria, mantinham os animais
domiciliados dentro das residéncias.

A pesquisa de oocistos na populacdo de caes e gatos (300) sob a guarda dos 300
idosos evidenciou uma elevada prevaléncia global (29,0%) de positividade para
Cryptosporidium spp. pela coloragdo de ZNM, superior as popula¢des caninas relatadas
em outros estudos na literatura, tais como os 7,4% relatados na Califérnia, EUA por El-
Ahraf e colaboradores (1991), os 7,4% em Sao Paulo, Brasil por Gennari e
colaboradores (1999), os 8,85% também em em Sdo Paulo, Brasil pelas autoras Lallo &
Bondan (2006), os 10,2% no nordeste do Brasil por Newman e colaboradores (1993) e
ainda muito superior a prevaléncia de 1,85% em caes saudaveis de Lavras e Vigosa, MG
descritos por Figueiredo e colaboradores (2004). Pesquisas realizadas em paises do

desenvolvidos como Finlandia (Fayer, 1997), Alemanha (Augustin-Bichi et al., 1984) e
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Suissa (Simpson et al, 1988) ndo revelaram excre¢do de oocistos nas fezes dos caes
adultos.

A elevada prevaléncia Cryptosporidium em animais na regido de Teresopolis
pode ser compativel com os achados de Pereira e colaboradores (2008), quando
detectaram elevada contaminagdo (38%) deste protozoario no interior de alfaces lisas
embora ndo se possa estabelecer uma relacdo direta ja que esses animais nao
consumiram agua nas mesmas fontes utilizadas na irrigagdo das verduras.

A positividade para Cryptosporidium nos animais de conviviam com idosos nas
faixas etarias de 70-74 anos e com 75 anos ou mais (43,9%) foi muito elevada
configurando uma maior probabilidade de exposicdo desta parasitose em grupos
populacionais considerados mais suscetiveis, diferente do descrito por Mirzaei (2007)
que afirma a ndo relagdo dos animais de companhia com quadro clinico oportunista para
diarréia ao encontrar 25% de positividade para o Cryptosporidium spp. no grupo etario
acima de 51 anos.

Outro aspecto do terceiro estudo apresentado (terceiro artigo em anexo) foi a
populagdo canina de um animal por domicilio que apresentou menor prevaléncia de
diarréia em relacdo aos casos de superpopulagdo (mais que 5 animais), provavelmente
como resultado do menor contato com outros animas (via oral/fecal) evitando uma
contaminagdo cruzada de acordo com Tzannes e colaboradores (2008) e aspectos de
super populagdo como descrito por Fayer e colaboradores (2000), Figueiredo e
colaboradores (2004) e Barr & Bowmann (2006). Observou-se também que os animais
que eram domiciliados dentro das residéncias apresentaram um razdo de prevaléncia
protetora, com reducao da probabilidade de apresentar diarréia, provavelmente pelo fato
do ambiente interno estar em condi¢gdes de menor exposicdo a infec¢do do
Cryptosporidium.

O quarto artigo apresentado avalia 102 individuos idosos residentes em
Teresopolis-RJ que compuseram a amostra da populacao estudada que demandaram a
campanha de vacinagdo contra a gripe nos anos de 2009 e 2010, sendo
predominantemente do sexo feminino, proprietarios de pelo menos um felino
doméstico, animal de escolha para companhia e na sua maioria permitem que os animais
domiciliados transitem dentro e fora das residéncias.

A populagdo de 102 gatos avaliada através da identificagdo de oocistos pela
presenca de Cryptosporidium spp. pela coloragdo de ZNM evidenciou uma moderada
prevaléncia (12,7%), compativel com a variacdo global de resultados em diferentes

paises como 3,8% no Japao (Arai et al., 1990), 8,1% no Reino Unido (Mtambo et al,
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1991), 12,3% na Escoécia (Nash et al, 1993) e os 24,5% de 200 felinos de Turin na Italia
(Rambozzi et al, 2007) sendo que semelhante estudo realizado por Coelho e
colaboradores (2009) em 51 felinos obteve uma prevaléncia de 3,9% pela coloragdo
verde de malaquita no municipio de Andradina-SP.

A andlise da razao de prevaléncia de diarréia segundo a presenga de oocistos
pelo método de coloragdo Ziehl-Neelseen modificada evidenciou uma forte associacao
em idosos (RP = 4,37, IC a 95%: 2,67 - 7,16) de acordo com estudo apresentado por
Mirzaei (2007), porém com menor for¢a de associacdo, mas ainda com significancia
estatistica para felinos (RP = 2,16, IC a 95%: 1,06 — 4,39) embora Tzannes e
colaboradores (2008) relate ter cautela em associar a freqiiéncia de sinais clinicos
associados ao parasitismo.

J& pelo método de imunofluorescéncia confirmado pelo PCR houve semelhante
forca de associagdo em idosos (RP = 4,43, IC a 95%: 3,04 — 6,45), porém observou-se
um aumento na for¢ca de associagdo para felinos (RP = 4,67, IC a 95%: 3,9 — 6,81).
Esses resultados quando estratificados por niimero de oocistos por campo demonstrou
efeito dose resposta para idosos com aumento das medidas de efeito, estabilizando-se
para 2 ou mais oocistos numa RP de 5,31 (IC 95%: 1,08 - 9,54). Diferente
comportamento observou-se na dose resposta para felinos com aumento das medidas de
efeito a medida que aumenta o numero de oocistos por campo embora seus respectivos
IC a 95% nao sejam estatisticamente significativos.

Para os fatores de risco associados a infec¢do por Cryptosporidium spp. nos
proprietarios dos animais, a regressdo logistica ndo apresentou associagdes
significativas ao nivel de p<0.05, com exce¢ao da variavel diarréia. Da mesma forma,
alguns resultados podem ser destacados. Observou-se uma maior chance de infec¢do
para as mulheres em relacdo aos homens (OR=2,78, 1C=0.59-13-12), e um aparente
efeito protetor pela infec¢do com o aumento da idade das pessoas (OR=0.37, 0.57). A
ocorréncia de diarréia apresentou uma forte associacdo com a infeccdo por
Cryptosporidium spp. (OR=20.12, IC=5.16-78.44)

A percepcdo do risco zoondtico da criptosporidiose por parte do Médico
Veterinario ¢ determinante para o sucesso do controle dessa enfermidade de carater
oportunista, uma vez que a populacdo idosa representa um grupo de particular
vulnerabilidade pela sua natural debilidade organica em funcao da senilidade.

Altas prevaléncias de endoparasitas em animais de companhia demandam
significante risco a saude publica e se faz necessaria aplicacdo de apropriado protocolo

de desparatisacdo no acompanhamento clinico veterinario (Stull et al., 2007).
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Embora alguns estudos tenham demonstrado protocolos de desparasitagdo de
pequenos animais, prevaléncia de parasitas percebida pelo médico veterinario, e
percepcao de risco zoondtico (Grant & Olsen, 1999; Gauthier & Richardson, 2002; Stull
et al.,, 2007) ndo ¢ inteiramente entendido porque persistem pobres os cumprimentos

desses protocolos bem como corrigi-los com produtos variados e eficazes.
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8. CONCLUSOES

e Dados de prevaléncia de Cryptosporidium spp. em alimentos (alface lisa) e agua
de abastecimento demonstram risco ambiental no Municipio de Teresopolis e
municipios afins;

e As populagdes de estudo animais de companhia e idosos proprietarios
apresentam compativeis pelos resultados parasitolégicos para oocistos de
Cryptosporidium spp. para risco para a infec¢do cruzada e quadro diarréico
oportunista, agravado se houver imunocomprometimento;

e A associacdo entre quadros relatados de diarréia entre proprietarios idosos e
prevaléncia de Cryptosporidium sp. nos animais domésticos de companhia
sugerem transmissdo zoondtica pelo estreito convivio e risco da criptosporidiose
no grupo populacional idoso;

e Esforcos devem ser implementados na rotina clinica veterinaria para correto
diagnostico, com competentes protocolos de desparasitagdo bem como agdes
educativas intercambiadas as a¢cdes médicas preventivas para populagdo idosa;

e Medidas de controle parasitarias aos animais de companhia de idosos devem ser
estimuladas e urgentemente preconizadas na melhoria de assisténcia ao idoso.

e A populacdo idosa, em seu estado clinico fisiolégico natural pertinente a terceira
idade apresenta-se susceptivel a quadros diarréicos e a desenvolver a
criptosporidiose a partir da exposigdo ao Cryptosporidium spp. pelo ambiente
(dgua, alimento) além do estreito convivio com cdes e gatos de companhia

sintomaticos ou nao a doenga.
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9. RECOMENDACOES

A exposi¢do ambiental de Cryptosporidium spp. demanda recomendagdes em
todos os niveis de atengao a saude coletiva, com medidas de saneamento, incremento da
infraestrutura e acesso a agua de qualidade, agdes com medidas educativas para o
cuidado e seguranca alimentar, fomento da prevengdo através de rastramento
parasitoldgico de carater rotineiro em pacientes que buscam a atenc¢ao basica de saude e,
pela percepcdo por parte do médico veterinario para o risco zoonoético quando se tratar
de um animal de companhia de um idoso.

A partir dos apectos de potabilidade da agua de consumo determinados pela
Portaria 518 do Ministério da Saude (BRASIL, 2004) devemos tomar algumas medidas
de vital importdncia e de grandes resultados tais como implantar sistema de
abastecimento e tratamento da dgua, com fornecimento em quantidade e qualidade para
consumo, uso doméstico e coletivo. E primario fazer a protegdo de contaminagdo dos
mananciais e fontes de dgua como também a implantagdo de sistema adequado de
esgotamento sanitario. As casas devem ter abastecimento de 4gua preferencialmente
com encanamento no domicilio com instalagdo de reservatorio de agua adequado com
limpeza sistematica. Outro aspecto de vital importancia para o controle das doencas ¢
eliminar o aparecimento de criadouros com inspec¢ao sistematica e medidas de controle
(drenagem, aterro e outros), alem de dar destinacdo final adequada aos residuos solidos
e fazer o controle de vetores e hospedeiros intermediarios.

O municipio de Teresopolis RJ possui riqueza hidrografica e geografica que
permite a larga exploracdo de atividade econOmica para cultivo de hortalicas e
leguminosas. Face a possibilidade de contaminagdo ambiental pela dgua de irrigacdo e
com organismos indicadores de presenca de matéria fecal, além de dejetos animais
dispostos no solo diretamente ou como forma de adubo, faz-se necessario para o
consumo de hortalicas a limpeza de folhas em jato de agua corrente, removendo
sujidades grosseiras e posterior desinfec¢do com permanéncia de 20 a 30 minutos das
mesma em submersdo em hipoclorito de so6dio 2,5% para cada litro d’agua e, em
seguida, enxaguar em agua filtrada. Se sofrer cozimento, que a folhagem atinja a
temperatura de 75°C no interior da pe¢a por 30 minutos.

Finalmente, por haver rota de transmissdo fecal oral pessoa a pessoa, a
cryptosporidiose necessita atengdo por parte de praticas educativas, principalmente no
contexto familiar, visando mudancas de comportamento para a promogao de sua saude.

Nesse universo insere-se o papel de educador em satde por parte do Médico
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Veterinario, fomentando a saudavel convivéncia entre proprietario e seu animal
doméstico, quer seja na area urbana ou rural. Praticas diarias de cuidados com a higiene
do animal (especialemente se este tiver acesso ao interior do domicilio), oferta de
alimento de qualidade e agua potavel, assim como o destino adequado de dejetos, s@o
habilidades que o Médico Veterindrio deve estimular na relagdo homem — animal de
companhia, além do acompanhamento clinico com sistematica para desparasitismo e

olhar preocupante para episddios diarréicos.
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Questionario Projeto Crypto

Publico Alvo: idosos acima de 60 anos L1/

Nome:

Resid:

Bairro: Tel:

Animal de Companhia - no.____can.[ ] no.  fel.| ]
Abrigonacasa - interno [ ] externo [ ]

Quadro diarréico - sim [ ] ndo [ ] freq.____ vezes

Aceitacdo projeto - sim [ ] ndo [ ]
Recebimento frascoMIF - sim [ ] ndo [ ]
Data retirada MIF / /200 _

Nome:

Aceitacdo projeto: sim [ ]
Dataretirada MIF __ / _ /200_

Contato: Cassia Regina Alves Pereira CRMV-RJ 4895 Tel. (21) 87204050

Instrugdes: usar a pa de coleta para coletar 3 amostras de fezes de dias diferentes
(n&o é necessario que sejam 3 dias seguidos).

Importante: misture bem com o liquido do frasco e mantenha na geladeira dentro do
saco plastico.
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Avaliacdo Proprietario
Publico Alvo: idosos acima de 60 anos L1/

Nome:

Resid:

Bairro: Tel:

Sexo masc [ ] femin [ ]
ldade:
Fuma sim [ ] néo [ ]
Estado Civil Solteiro [ ]

Unido Qualquer [ ]

Viavo [ ]
Quadro diarréico nos ultimos 12 meses

sim|[ ] ndo [ ] freq. vezes
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Avaliacdao Animal L1/

Proprietério:
Animal: Porte:
Espécie: Idade: Sexo:[ ]macho [ ]fémea
Peso estimativo: [ ] até lkg

[ ]del-5kg

[ ]de5-10kg

[ ]de10-20kg

[ ]de20-40 kg

[ ]acima de 40 kg

Temperatura (retal):
Normal cdo 38-39° / gato 38-39°
Freqiliéncia Respiratoria:
Normal cdo: 10-40/min. / gato: 20-30/min.
Pulsacao:
Normal: 60-160 caes adultos / 180 racas ands / 200-220 ragas grandes / gato 110-130/min.
Tonicidade da Pele: [ ] < 5% nao detectavel a anamnese
[ ]5% perda sutil da elasticidade cutanea
[ ] 6-8% retardo definido no retorno da pele a posi¢cao normal, os olhos
podem se afundar nas orbitas, ligeiro prolongamento do tempo de
repreenchimento capilar, as membranas mucosas podem se ressecar.
[ ] 10-12% a pele levantada permanece no lugar, prolongamento do
tempo de preenchimento capilar, afundamento dos olhos nas orbitas,
ressecamento das membranas mucosas, podem-se observar sinais de
choque (aumento da freqiiéncia cardiaca e pulsos fracos)
[ ]12-15% sinais de choque, colapso e depressao severa; morte
eminente.

Aspecto da matéria fecal: - freqliéncia movimento intestinal a palpagao:
[ ]normal [ ]aumentado
- volume de matéria fecal:
[ 11-3vezes/dia [ ]maisque3 vezes/dia

(normal)
- textura:
[ ]firmes [ ]pastosas [ ]liquidas
(normal)

- presenca de muco:
[ 1SIM [ ]NAO
(normal)
- presenga de sangue:
[ ]SIM [ ]NAO
(normal)
Alimentagdo: [ ]ragdo|[ ]outra qual:
Agua:[ ]filtrada [ Jclorada [ ]outrafonte qual?

Local que reside: [ ] dentro de casa [ ] fora de casa
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Ministério da Sadde

FIOCRUZ

Fundagao Oswaldo Cruz
Escola Nacional de Saide Piblica Sergio Arouca
Comité de Etica em Pesquisa

Rio de Janeiro, 01 de julho de 2008.

O Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satide Publica Sergio Arouca —
CEP/ENSP, constituido nos Termos da Resolugdo CNS n° 196/96 e, devidamente registrado
na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, recebeu, analisou e emitiu parecer
sobre a documentagdo referente ao Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo, discriminado:

PROTOCOLOQO DE PESQUISA CEP/ENSP - N° 43/08
CAAE:; 0061.0,031.000-08

Titulo do Projeto: “Avaliagdo da presenga de Cryptosporidium sp. em animais domésticos de
companhia numa populagio de idosos”

Classificacfio no Fluxograma: Grupo II1
Pesquisador Responsivel: Aldo Pacheco Ferreira

Instituicio onde se realizara: Escola Nacional de Sainde Publica Sérgio Arouca-
ENSP/Fiocruz

Tipo do projeto: Projeto Individual
Data de recebimento no CEP-ENSP: 01 /04 /2008
Data de apreciaciio: 07 / 05 /2008
Parecer do CEP/ENSP: Aprovado.

Ressaltamos que o pesquisador responsével por este Protocolo de Pesquisa devera
apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades desenvolvidas no periodo de 12
meses a contar da data de sua aprovagio (item VII.13.d., da resolugdo CNS/MS N° 196/96) de
acordo com o modelo disponivel na pagina do CEP/ENSP na internet.

Esclarecemos, que o CEP/ENSP devera ser informado de quaisquer fatos relevantes
(incluindo mudangas de método) que alterem o curso normal do estudo, devendo o
pesquisador justificar caso o mesmo venha a ser interrompido.




Ministério da Saude

FIOCRUZ_ ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA
Fundacao Oswaldo Cruz SERGIO AROUCA
ENSP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa: “Avaliacdo da presenca de
Cryptosporidium sp. em animais domésticos de companhia numa populacéo de idosos”.

Vocé foi selecionado por sorteio e sua participagédo ndo é obrigatéria. A qualquer momento vocé
pode desistir de participar e retirar seu consentimento.

Sua recusa ndo trar4 nenhum prejuizo em sua relagcdo com o pesquisador ou com a instituigdo.

Os objetivos deste estudo sdo determinar qual a prevaléncia de animais de companhia na
populacdo idosa participante das Campanhas Nacionais de Vacinagdo de Gripe no Municipio de
Teresépolis — RJ, nos anos de 2007, 2008, 2009 e 2010; determinar a prevaléncia de Cryptosporidium
spp. ha populagdo de animais de companhia dos idosos participantes do inquérito do Municipio de
Teresopolis — RJ; estabelecer o perfil de desordens gastrintestinais entre os idosos da populagdo em
estudo; determinar a prevaléncia de Cryptosporidium spp. em material fecal dos idosos em estudo;
identificar as relacdes existentes entre a posse do animal de companhia e a indicagdo de problemas
clinicos tais como hipertensao, depressao, etc., e determinar a associagdo entre diarréia em idosos e
prevaléncia de Cryptosporidium spp. nos animais domésticos.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em responder as perguntas que serdo feitas por meio
de um questionério.

A realizacdo desta pesquisa ndo implicard em riscos de qualquer natureza, uma vez que o
material biol6gico coletado sera de natureza fecal, em recipiente apropriado (MIF), diretamente realizado
pelo pesquisador e a identidade dos entrevistados sera preservada.

Os beneficios relacionados com a sua participacdo decorrerdo da possibilidade de uma maior
mobilizagéo e envolvimento direto dos idosos na compreenséo dos problemas existentes na posse de um
animal de companhia e a necessidade de avaliagé@o periddica do mesmo por um Médico Veterinario sobre
suas condi¢fes de salde.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre
sua participacdo em todas as fases da pesquisa e nos relatérios a serem elaborados posteriormente.

A confidencialidade dos dados sera garantida pela criagcdo e analise dos dados em bancos
protegidos por senhas eletrdnicas. Além disso, nenhum dos entrevistados tera seu nome divulgado.

Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco institucional do
pesquisador principal e do CEP, podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou
a qualquer momento.

Aldo Pacheco Ferreira
CESTEH - Centro de Estudos da Saude do Trabalhador e Ecologia Humana
Telefones para contato: (021) 25982814
Endereco: Avenida Leopoldo Bulhdes, 1480 - CESTEH/ENSP/FIOCRUZ, sala 28— RJ.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na pesquisa e
concordo em participar.

Nome e assinatura do Entrevistado
IR.G.

COMITE DE ETICA DA ESCOLA NACIONAL DE SAUDE PUBLICA SERGIO AROUCA — FIOCRUZ (CEP/ENSP)
Endereco: Rua Leopoldo Bulhes, 1480 - térreo

Manguinhos — RJ — CEP 21041-210

Tel: (021) 2598 2863
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Deteccao de Cryptosporidium parvum em alfaces frescas para
consumo cru. Estudo de caso: Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil

Resumo

Cassia R. A. PEREIRA!
Aldo P FERREIRA?
Rosalina J. KOIFMAN?

A eriptos poddiose humana surpin como importnte infeccio gastrintestinal como resultado da ingestio de vegetais
it patira ou contato de pessoa a pessoa, ambos contaminados pelo Cryptosporidises parvam. Este patdgeno tem especial
significado clinico por causar um quadro diarréico profuso, em pessoas imunodeprimidas, incluindo padentes com
AIDS e pacientes com cancer que recebem quimiotesipicos sob regimes tdxicos medicamentosos, O emprego de dpua
contaminada, ndo potivel, pam a producio de hortaligas, especialmente alface, pode representar importante fonte
potencial de sua presenca Este artigo analisou a incidéncia de C. parvam em alface frescas pam consumo cru, atraves
de estudo de caso em Teresdpolis, R], Basil. Condui-se que a ingestio de hortalicas contaminadas por estruturas
parasitifas € uma via imporante de transmissio de enteropamsitoses, necessitando a adocio de medidas, por parte
dos drgios de vigilineia sanitiria, que resultem em uma melhora da qualidade higiénica desses produtos.

PALAVRAS-CHAVE: Alface, Cryprosportdinm parysm, dgua

Abstract

DETECTION OF CRYPTOSPORIDIUM PARTVUM IN FRESH LETTUCE FOR RAW
CONSUMPTION. CASESTUDY: 'I'ERESCJPOHS, RIO DE JANEIRO, BRAZIL Human crypeosporidiosis
has emerged as an important gastrointestinal in fection which results from the ingestion of vegetables in nature or by
person to person contact, both contaminated by Cryplosgoridism parvum. This pathogen has special dinical significance
for cansing a profuse diarrheic spectrum in immunocompromised persons, including ATDS patients and cancer
patients receiving toxic chemotherapy under drug regimens. Employment of non-drinkable, contaminated, water, in
the production of vegetables, particularly lettuce, may represent an important potential source for the presence of
this pathogen. This article analyzed the incidence of C. parsum in raw lettuce, by meansof 2 case study in Teresdpolis,
R], Brazil. Tt was concluded that the intake of vegetables contaminated by parasitic structures is an important route
of tmnsmission of enteric diseases, requiring the adoption of health measures by professional monitoring boards,
which will result in an improvement of the hygienic quality of these products,

KEY WORDS: Human cryptosporidiosis; public health; Cryptosporidiam parvss; contaminated water and
vegetables.

Introducéo

() parasitismo ¢ uma relagio direma ¢ estreira entre
dois organismos, geralmente bem determinado: o
hospedeiro e o parasita, que levam a producio de doencas
parasitirias, as quais As parasitoses sio responsivels
por considerdvel morbidade ¢ mortalidade em rodo o
mundo ¢, freqiicntemente, estio presentes com sinais ¢
sintomas nio especihcos (Costa et al, 2001). As dguas

1 SPMA/ENSPUFICCRUZ - e-mail: cassiaaperairagenspfiocruz.br

destinadas 4 irrfipgacio de hormlicas sio fontes orginais
de contaminagio quando comporram grande quantidade
de microrganismos como coliformes fecais, Aeromonas,
Salmonelas e Cryptospordism spp. (Pacheco eral,, 2002; Heller
eral., 2004; Ferreira e al., 2008).

A necessidade de protecdo ¢ tratamento adequado da

dgua de consumo humano relaciona-se, diretamente, com
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os diferentes surtos epidémicos onde microrganismos
acometem a populagio por via hidrica. Recentemente, virios
pardgenns novos ¢ pargenos emergentes tem evidenciado
problemas. Dentre outros, ressalta o Crypfasporidinm parvim
que fol primeiramente descrito em 1907, reconhecido
como patdgeno animal em 1955, mas somente a partic
da década de B, caracterizado como patgenn humano
(Szewzik et al., 2000). O C parpwr pertence ao reino
Apicgmplecaa, classe Sporogua ¢ a tamilia Crypresporidiedae. I
um ser parasito coccideo entérico obrigarorio, que infecra
o trato gastrintestnal, sendo um dos patdgenos entéricos
mais imporrantes denrro do género Crpfosporidiam.

A veiculacio hidrica do Crygresperidinm é facilitada pelo
longo periodo que o oodsto permanece vidvel no ambienre
¢ pelo amanho reduzido (2-5 pm). Hospedeiros infecrados
climinam pelas fezes em torno de 107 a2 10" oocistos
(Smith & Rose, 1998}, que podem ser rransmitidos pelas
rotas individuo-individuo, animal-individuo, ou ainda pela
ingestio de dgua e alimentos contaminados. Os oocstos
de Crpghoridium sio altamente infecrantes ¢ a ingestio
de aré 30 oocistos podem resulmar em infecgdes humanas
(Duponr eral., 1995).

A criptosporidiose ¢ caracterizada arravés de diarréia
severa acompanhada por perda fluida, febre ¢ dor
abdominal. A transmissio ocorre pela rota fecal-oral por
contaminacio de nascentes, contaminacio de alimentos
i matura ou contato de pessoa-a-pessoa. Animais, como
gado, podem eliminar um numero grande de oodstos (a
tase do dclo de vida que € excrerado no ambiente) em
dguas superficiais. Individuos imunodeprimidos como,
por exemplo, aqueles com sindrome de imunodeficiéncia
adquirida sio facilmente acomeridos por este pardgeno
(Harwood, 2001; Heller et al., 2004).

No Brasil, as parasitoses intestinais ainda consttuem
um sério problema de sadde coletiva, apresentando maior
prevalénda em populagdes de nivel sdcio-economico
mais baixo e condighes precdrias de saneamento bisico,
resultando em altos indices de morbidade. Em criancas,
principalmente com idades entre 0 ¢ 5 anos, por
apresentarem, normalmente, hibitos higiénicos mais
precirios ou a auséncia de imunidade de re-infeccoes,
o parasitismo intestinal torna-se mais freqiiente ¢
relevante, inclusive pela possibilidade de redugio da
absorcdo intestinal, podendo influenciar no crescimento
¢ desenvolvimento, podendo levando a diminuigio da
imunidade, anemia, submtricdo, desnutricio ¢ até 4 morte
{(Uchoa et al,, 2001; Heller eral., 2004).

Com base nos estudos desenvolvidos nos anos 9
ficou estabelecido que o Crypfegoeridinm spp. ndo ¢ espécie-
especifico e que linhagens de uma espéeie animal podem
infectar um amplo espectro de ourras espécies. Linhagens
isoladas do homem, de bezerros, cordeiros, cabritos e

cervos foram transmitidos por via oral a cordeiros, bezerros
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e leitdes, nos quais causaram diarréia. Potros, frangos e
ammais de laboratorio conmminados produziram infecgio
assintomatca (Uchoa eral., 2001). Esse resulrado indica que
os hospedeiros e reservatdrios sio multplos na natureza e
que uma espécic animal pode contrair a infeecdo de ourra
(Acha & Szyfres, 1997; Silva et al, 2005).

Os wvegerais sio amplamente recomendados como
parte da alimentacio didria por sen aprecidvel conteido em

vitaminas, sais minerais ¢ fibras alimentares. Tem crescido o

interesse, principalmente, por aqueles que apresentam em
sua composicio substincias com arividade antoxidanre,
a exemplo dos carorendides, vimina C e flavondides,
que 0§ caracrerizam como alimentos funcionais. As
doencas transmitidas por alimentos sio resulrances
predominantemente do cclo de contaminacio fecal / oral
e seu controle tem recebido cada vez maior atencio em
todo o mundo (Souro, 2003). Geralmenre, tanto nas dreas
rurais quanto urbanas dos paises de Terceiro Mundo devido
as mas condighes sanivdrias, as parasitoses intestinais sio
amplamente difundidas, sendo as horralicas citadas como
um dos veiculos de suas estrumras infecrantes (Rolim &
Torres, 1992; Slifko er al, 2000; Nabrega, 2002; Souro,
2003).

A alface (Lacfuea safiva) ¢ a hortalica folhosa mais
comercializada no Brasil, seu baixo valor caldrico a qualifica
para diversas dietas, o que favorece o seu consumo sob a
forma crua. T culdvada durante o ano inteiro, em canteiros
de terra, de maneira que as tuceiras ou pés permanecem
por todo o perodo de desenvolvimento em conrato com
o solo (Filgueira, 2000; Falavigna er al, 2005).

A principal forma de conraminagio das horraligas se di
peladgua contaminada por marterial fecal de origern humana,
utlizada na irrigacio das horms, Viros aurores mencionam
a possibilidade de transmissio de parasitoses ao homem por
meio da ingestio de frutas ¢ verduras consumidas cruas,
provenientes de dreas cultivadas contaminadas por dejetos
tecats (Silva eral,, 1995; Mesquita et al., 199%; Takayanagui
etal., 2000; Souro, 2003).

Sob os aspectos qualitativos, a seguranca alimenrar
pode ser enmendida como a aquisicio pelo consumidor
de alimento de boa qualidade livre de contaminantes
quimicos, bioldgicos e fisicos, ou qualquer substincia que
possa acarrerar problemas 4 saude (Silva et al., 2005). Nesse
aspecto, enguadra-se 4 importincia sanitiria da pesquisa do

Cryposporidm spp. em hortalicas como a alface.

Padroes Sanitarios

A imporrincia do estudo sobre a ocorréncia de
Crypeoghoridines spp. no ambiente aquatico fol reforgada
pelas diragoes da porraria n® 518, de 25 de marco de 2004
do Ministério da Sadde (Brasil, 2004}, que recomenda
a inclusio da pesquisa deste pardgeno para se atdngir o
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padrio de potabilidade da dgua. Atualmente, recomenda-
se, mundialmente, 0 monitoramento de Crypfasporidim em
sistemna de dgua potivel que abastecem cidades entre 10.000
e 100.000 habirantes (Franco eral, 2001},

Como um patdgeno em evidéncia, o C parvms possul
implicaghes significativas 4 vigilincia sanirdria (sagde publica
e dgua). Tem sido encontrado em fonwe de dguas ndo
tratadas, causando subsranciais surtos de graves doencas,
onde testes de dgua e métmdos de rammmento foram falhos
para detecta-los ou remové-los. Dados mais recentes
sugerem que mesmo doses baixas (cerca de 10 oodstos)
podem causar infecein (Gostn et al., 2000; Heller et al.,
2004).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que
infecedes por O parvswm sio mals comuns ¢ amplas
que previamente se pensava, entretanto, muitos casos
registrados tém sido imitados a hospedeiros individuais
sofrendo severa doenga clinica (Heller er al., 2004; Falavigna
etal., 2005; Silva etal., 20035). Embora a verdadeira extensio
de infecoes por Cripfghoridium spp. permaneca conjectural,
4 Imporncia como patdgenos animais ¢ humanos tem se
tornado mais reconhecida através do mimero crescente ¢
diversificado de casos clinicos registrados através do mundo
(Cook et al, 2006).

Agua de Cultivo

Adgua é essencial 4 vida, porém muitas vezes atua como
veiculo de doengas ao homem, o que torna primordial a
avaliagio de sua qualidade microbioldgica anres de ser
utilizada, com largo espectro de uso, com destague na
irrigacao (Uchoa eral, 2001; Nobrega, 2002).

Geralmente, a dgua urilizada na irfgacio é proveniente
de rios, corregos, lagos ou pogos adjacentes as hortas,
sendo raramente encontrada a utlizacio de dgua de
abastecimenro piblico, devido princpalmente ao seu alwo
custo, uma vez gque a demanda exigida para este proposito
¢ bastante elevada. Pormanim, a dgua destinada a irrigacio
& transportada através de bombas ou canais desde o o
e riacho até as hortas, sem qualguer traramento prévio,
podendo vira ser uma fonte porencial de enteropatigenos
para o vegetal que serd irrigado (Oliveira & Germano,
1992; Nobrega, 2002). Freqientemente se observa a
disposicio inadequada de esgoros domésticos, como
também a deficiénda de saneamento bisico em alguns
locats, contribuindo efetivamente para a contaminagio
das colegdes hidricas, inclusive dos lencdis fredticos, por
matéria organica (Talavanagui et al., 1996; Guimaries et
al., 2003).

Entretantmn, alimentos que estio em contato direto com
dguas conmaminadas ¢ sio consumidos crus constituem
fontes proviveis desses microrganismos e merecem especial

atengdo, principalmente nos paises em desenvolvimento,
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onde o estado nurricional da populagio é precirio,
interferindo direramente nas condigoes imunolagicas
dos individuos. Criancas, imunodeprimidos ¢ debilitados
sao considerados grupos susceptivels, favorecendo o
aparecimento dessas enfermidades (Mesquira et al., 1999;
Pacheco etal,, 2002},

No meio rural, o fsco de ocorrénda de surtos de
doencas veiculadas pela dgua ¢ basrante aleo, principalmente
em fungio da possibilidade de conmaminagio bacreriana
de dguas gque muitas vezes sio captadas em pogos,
inadequadamente vedados e proximos de fontes de
contaminacio, como fossas e areas de pastagem ocupadas
por animais (Guimardes eral., 2003).

O ohjetvo deste trabalho foi avaliar parasitologicamente
a qualidade de horealicas consumidas cruas provenicntes
de locais de produgio e comercializadas no municipio de
Teresdpolis, Rio de Janeiro.

Metodologia

Local de Estudo

O municipio de Teresdpalis foi crado em 06 de julho
de 1891 ¢ faz parre da Regido Serrana do Estado do Rio
de Janeiro estando distante da capiral 90 km. Apresenra
0% sepguintes municipios como limitrofes: Perrdpolis, Sio
Jusé do Rio Preto, Sumidouro, Nova Friburgn, Cachoeiras
de Macacu ¢ Guapimirim, ¢ corresponde a 11,1% da drea
da Regido Serrana. Ocupa uma drea de 772,4 km® ¢ tem
altitude da sede de 871 m. Suas coordenadas variam de:
22°06° 32" 2 22° 28° 38" de ladmde e 42° 42' 177 2 43° 03
197 de longitude.

Deacordo com o Censo Demogrifico do IBGE (2000,
o Municpio de Teresopolis apresenta um total de 138.081
habimantes com 115,198 (83,5%) habirantes na zona urbana
e 22883 (16,5%) habitantes na zona rural, apresentando
uma densidade demogrifica de 158,7 hab/km?® ¢ taxa de
urbanizacio de 83,9%.

Esse municipio é servido por duas estradas federais,
a BR-116, que acessam Guapimirim ao sul e Sao José do
Vale do Rio Preto ao norte, ¢ a BR-495, estrada serrana
que alcanga Perrdpolis, a oeste. A rodovia estadual R]-130
acessa Nova Friburgo, a leste sendo denominada Circuito
“Tere-Fri” pelo clima favoravel 4 exploracio turisdca dos
recursos naturais ¢ pelo palo agricola de importante aporee
no Esrado do Rio de Janeiro.

Segundo dados do Tribunal de Conras do Fsrado do
Rio de Janeiro (2004) no setor primdrio, a horticulrura
(alface, couve-flor, omare, repolho, salsa, entre outros) é
responsdvel por 81% da producio agricola do municipio, o
qual ¢ o princpal produror dessa cultura no Fstado,



Preparo e coleta de amostras

Foram ualizadas 50 amostras de alface lisa (Lacfuca
safind), coletadas em trés locais disantos, entre 0s meses
de margo a serembro de 2007, perfazendo 15 do primeiro
produror, 15 do segundo produtor e 20 do terceiro
produtor. As hortalicas foram coleradas aleatoriamente, no
periodo da manhi, e foram acondidonadas individualmenre
em sacos plisdcos limpos e descarravels. Cada amostra fol
representada por 100g de cada horralica. No laborandnio,
udlizando lovas cirargicas, as folhas deterioradas foram
descartadas. As demais folhas foram selecionadas em dois
grupos: um contendo as folhas da base e outro as do meio
do pé.

Todas as tolhas foram submendas alavagem pela téenica
de lavagem descrira por Sibva et al. (2005), sendo lavadas
com 450ml de solucio salina (NaCl 0.85%), esfregando-se
com pincel chato n® 16 num recipiente plistco esterlizado e
deixadas em repouso por 3 minuros, sendo, entio a solugio
de lavagem submerida 4 pesquisa de C parvum.

Deteccéo de C. parvum

A deteccio de €. parpn foi realizada conforme o
método de coloragio de Zichl-Nieelsen Modihcado (UK
Narional Reterence Method, 2006) onde os dados obados
sugerem a necessidade da adogio de medidas educativas aos
produtores ¢ do monitoramento da forma de culdvo dessas
hortaligas, evitando-se problemas de saade coletiva.

Um volume de 530 ml da solugio de lavagem foi
submetido 4 centrifugacio a 900 RPM por 30 minuros
(Silva er al., 2003). Para confecgio dos esfregacos fol
udlizado um volume de 20 ml do sedimento colerado apas
centrifugacio, em triplicara, num total de 60 ml por amostra.
Arravés de sucgio com pipeta automirica os sedimenros
foram medidos rendo em média 0,25 ml de sedimento
final por amostra e feito esfregaco em Fminas limpas e
desengorduras.

Para a coloragio dos esfregacos foi unlizada a wécnica
de Zichl-Nielsen Modificado (Rigo & Franco, 2002;
UK National Reference Merthod, 2006). Utilizando o
concentrado obtido, fez-se um esfregago delgado e
homogéneo em liminas de microscopia. Apds isso, fol
deixado secar ao ar e posteriormente ficado em metanal por
3 minuros, deixando secar a temperatura ambiente. A seguir,
toi corado com carbolfucsina por 5 minutos e processadas
as lavagens, utiizando primeiramente dlcool etilico a 50%
e depois dgua corrente. Descorar a imina mergulhando-a
em alcool-dcido a 1% {acido cloridrico concentrado em
dleonl edlico 95%). Lavar novamenre em dgua correnre ¢
contracorar com azul de metleno por 1a 5 minutos. Lavar

em dgua corrente ¢ deixar as liminas secarem ao ar Para o
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caleulo do mimero total de oocistos na amostra utilizou-se
a metodologia de Oliveira & Germano (1992).

Resultados

Das 50 amostras de alface, 0s 50 esfregagos obddos das
tolhas provenientes da base do pé apresenraram 100% de
presenca de oocdstos. Das demais 30 amostras provenientes
das folhas do meio das alfaces, 38% apresentaram presenca

de oocistos (Tabela 1),

Oocistos Cryptospornidium parvum Positivas Megativas
F %o F %

Nas folhas da base 50 100,0 o 00

Nas falhas do meio 19 330 a1 620

Tabela 1. Ocoméncia de cocistos de Cryptosporidium panvum em 50 amostras
de alfaces lisas (Lactuca sativa) coletadas no municipio de Teresdpolis, R1.
Manguinhos, FIZCRUZ, 2007.

Leqenda
F= frequigncia

A Figura 1 denota oocistos presentes nas amostras
pesquisadas. A leitura ¢ contagem dos oocistos foram
realizadas urilizando-se microscopia dptica, com objetiva

de imersio, percorrendo-se todo o esfregago.

Figura 1. Cocistos de C parvum nas amostras positivas analisadas (aumento
1000%).

Discussao

O estudo investigativo de parasitas intestinais tem por
objetivo determinar as principais doengas ¢ seus respectivos
agentes etoldgicos que se encontram distribuidos por todo
o mundo, de forma endémica ou epidémica, observando
as dreas de maior inddéncia ou prevaléncia ¢ os fatores
que favorecem a proliferacio dessas parasitoses, para
que possam ser diagnosticadas e utilizados programas de
controle ¢ de tratamento.

Essa pesquisa comprovou 100% de conmaminacio nas
folhas da base dos pés de alface, provavelmente devido
ao conrato estreim de ml parre do vegenl com o solo
que pode abrigar dgua contaminada e fezes de animais de

sangue quente (Acha & Szyfres, 1997; Gostin et al, 2000).
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A presenga dos oocistos em 38% das folhas do meio do pé
de alface demonstrou uma forma de contaminacio, talvez,
relacionada 4 dgua conraminada, uma vez que em seu habitar
natural a alface apresenta uma formacio tolhosa densa e
techada ao miolo (Rolim & Torres, 1992}, havendo apenas
a suposicio de que a dgua de irrigacio, sem controle prévio
pode ser porencial fonre de surto de doencas (Gosdn et al,,
2000; Pacheco er al., 2002).

Outro fator imporrante a ressaltar, ¢ que explicaria os
resulrados encontrados, € o faro de no Brasil se unlizar
estrume (fezes de animais) como fertilizances para
hortalicas, que ¢ uma fonte de conraminacio, bem como a
dgua que irripa essas plantagoes, muitas vezes sao oriundas
de rios ou nascentes contaminadas, possibilitando a chegada
4 mesa do consumidor alimentos conmaminados (Pacheco
etal., 2002).

As doengas causadas por parasitos intestnais nio tém
sido prioritiras em programas de saade pablica. Algumas
explicagtes paraa falta de interesse das autoridades podem
sera caréncia de estudos epidemioldgicos em virias regites
do pais, assim como as altas taxas de reinfeccio e a rapidez
com que ocorrem apos o tratamento.

Il interessante enfatzar que verminose nio é somente
um problema que atera criangas de baixa renda, mas ocorre
em rodo o pais. Para mudar este quadro € necessario gue
haja transtormacio nas conduras de higiene, ¢ se deve
propor medidas sanitdrias mais SErias tanto no Sancamento
basico, mais rambém no refimnamento e conrrole saniriro de
restaurantes, bares, lanchonetes, escolas, agricultura e rudo

que se reladone 4 velculagio de dgua em alimentos.

Conclusdes

Esta pesquisa, embora tenha utilizado pequena
amostragem de horalicas, revela que elas podem esrar
sendo cultivadas em solos poluidos, ou que a dgua de
irrigacio utilizada esteja contaminada com marerial fecal, ou
ainda, que no cultivo desses vegerais esteja sendo udlizado
adubo animal (suino, bovino}, que podem carrear ovos ¢
larvas de helmintos, bem como cistos de protozodrios,
podendo causar enteroparasitoses.

Faror importante na miggacio do problema pode
ser a implantagio de politicas sanitarias aliadas ao
tratamento das pessoas infecradas, bem como o fomento
a programas educacionais junto as populagoes do meio
rural para consciengzacio desse problema de carater
coletivo 4 que muitos casos s4o assintomaticos, nio
existe tratamento efetivo ¢ pode ser fatal em individuos
imunocomprometidos.

Conclui-se que a ingestio de horralicas conraminadas
por estruturas parasitirias € uma via importante de
transmissio de enteroparasitoses, necessitando a adogio
de medidas, por parte dos drgios de vigilinca sanitiria,
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que resultern em uma melhoria da qualidade higiénica
desses produtos. Adicdonalmente, torna-se importanie o
uso de instalagio de fossas sépticas ¢ redes de esgoto para
impedir que o solo venha a se contaminado, bem como da

dpua para irrigacio.
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RESUMO
Foi detectado Cryptosporidium spp. ¢ Giardia spp. nas aguas destinadas a irrigagdo
utilizadas em 10 estabelecimentos produtores de hortaligas do municipio de Teresopolis,
RJ. O periodo de pesquisa deu-se de maio a dezembro de 2010. Para o isolamento de
Cryptosporidium spp. utilizou-se o método de concentragio de oocistos por
centrifugacdo em membrana filtrante. Para determinacdo da presenga/auséncia de
oocistos e cistos utilizou-se a imunofluorescéncia direta (IFD). Os coliformes totais
(CT) e termotolerantes (CTT) foram avaliados de acordo com a Portaria n® 518. A IFD
proporcionou confirmagao de 23,82% de amostras positivas de Cryptosporidium spp. no
periodo chuvoso e de 41,44% no de seca; e confirmagdao de 21,63% de amostras
positivas de Giardia spp. no periodo chuvoso e 45,33% no de seca. No periodo chuvoso
a média de CT foi de 37,6 NMP/100ml e de CTT 17,8 NMP/100ml. Para o periodo seco
a média de CT foi de 45,5 NMP/100ml e de CTT 19,9 NMP/100ml. Urge a
implementagdo de acdes sanitdrias nos estabelecimentos agricolas produtores de
hortalicas e do municipio de Teresopolis, para que tenha a garantia de que a agua de

irrigagcdo nao contamine os alimentos, nem ofereca riscos a saude da populacao.

DESCRITORES: Cryptosporidium, Giardia, sancamento ambiental, satide ptblica
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INTRODUCAO

A 4gua doce ¢ um recurso natural finito, cuja qualidade vem decaindo devido ao
aumento da populagdo e a deficiéncia de politicas publicas voltadas para a sua
preservagdo. Parasitoses intestinais ainda representam agravo importante a saude
humana, ndo obstante a melhoria das condigdes gerais de vida em muitas regides do
mundo (34). Estima-se que aproximadamente doze milhdes de pessoas morrem
anualmente por problemas relacionados com a qualidade da 4gua no planeta (16). No
Brasil, esse problema ndo é diferente, uma vez que os registros do Sistema Unico de
Satude (SUS) mostram que 80% das internagdes hospitalares do pais sdo devidas a
doengas de veiculagao hidrica, ou seja, doengas que ocorrem devido a qualidade
impropria da 4gua para consumo humano (9).

Diversos fatores influem no sentido de que exista elevada prevaléncia de
parasitoses intestinais nos paises em desenvolvimento, mas saneamento basico
deficiente e inadequadas condi¢des ambientais nas quais vivem inumeras pessoas
constituem, sem davida, os mais proeminentes (24,32). O aumento da demanda por
recursos naturais eleva a probabilidade de encontrar os ambientes e os produtos
contaminados com microrganismos patogénicos. A rota de transmissdo ambiental para
protozodrios e helmintos € particularmente significativa e envolve a agua, o solo € o
alimento (15), representando grande potencial de contamina¢ao ambiental, devido a
habilidade dos mesmos em sobreviver em regides Umidas por periodos de tempo
prolongados, sendo conseqiientemente uma ameaca persistente a saude publica (11).

A contaminagdo fecal do ambiente aquatico se origina das descargas do esgoto
publico ou doméstico, como também da liberagdo direta do material fecal na agua de
superficie por animais domésticos ou selvagens. Os enteroparasitas também aderem as
25 particulas do solo e s@o arrastados para agua, onde sobrevivem e movem-se em toda
sua superficie, principalmente em condi¢des de tempo excepcionais tais como chuvas
pesadas e inundagdes carreando o esgoto € ou solo contaminado, aumentando a carga
fecal na agua de superficie dos lagos e dos rios, prejudicando a qualidade da dgua dos
mananciais (1). Dessa forma, acrescentou-se a saude publica a preocupacdo quanto a
ocorréncia de protozoarios patogénicos tais como Cryptosporidium spp. e Giardia spp.,
em resposta ao crescente numero de surtos (6), potencializado pela queda nos indices de
prevaléncia sem que ocorra diminui¢do no niimero total de casos em razdo do aumento
vegetativo da populacdo (5).

A cadeia de transmissdo das enteroparasitoses sofre profunda influéncia das

condigdes de higiene ambiental, refletindo diretamente nas condigdes sanitarias em que
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vive 0 homem. O individuo parasitado, por meio de seus dejetos, contamina seu proprio
ambiente com ovos, cistos e larvas de parasitos intestinais, € a 4gua pode acumula-los e
transporta-los a grandes distancias (1,15).

A criptosporidiose ¢ uma infeccdo causada por um protozodrio coccideo,
reconhecido como patégeno animal (4). Esse parasito atinge as células epiteliais das
vias gastrointestinais, biliares e respiratorias do homem, de diversos animais
vertebrados e grandes mamiferos, sendo responsavel por diarréia esporadica em todas as
idades, diarréia aguda em criancas e a diarréia dos viajantes. Em individuos
imunocompetentes, esse quadro ¢ auto-limitado, entre 1 e 20 dias, com duragdo média
de 10 dias, evoluindo para cura (20).

Giardia spp. ¢ um protozoario flagelar, causador de gastrenterites em humanos,
com aspectos clinicos diversos, podendo apresentar infecgdes assintomaticas ou até
quadros severos de diarréia persistente. Os cistos de Giardia spp., sdo ingeridos através
de agua ou alimentos contaminados, sendo esse protozodrio comumente identificado
como o patégeno mais envolvido em surtos de doengas de veiculagdo hidrica nos
Estados Unidos, contudo ¢ um organismo endémico em toda parte do mundo, tendo a
prevaléncia mais elevada em paises tropicais e subtropicais (7).

A ocorréncia de infec¢do causada por Giardia spp. ¢é freqiiente, particularmente
entre criancas em idade pré-escolar. A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estimou
que houvesse 200 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo, em 1996. Cantusio e
colaboradores (8) estimaram que a prevaléncia da infec¢do por Giardia spp. varia de 2 a
5% em paises desenvolvidos e de 20 a 30% em paises em desenvolvimento.

A maioria das infecgdes por Giardia spp. ¢ assintomatica e ocorre tanto em
adultos quanto em criangas, que muitas vezes podem eliminar cistos nas fezes por um
periodo de até seis meses (21). Nos casos sintomadticos, as manifestacdes podem incluir
diarréia liquida e volumosa; dor abdominal; ndusea; vomitos; flatuléncia; presenga de
febre baixa ou sem febre; perda ponderal importante devido a uma sindrome
desabsortiva; periodos de diarréia alternados com periodos de constipagdo intestinal e
evacuagdes normais (23).

Viérios estudos também demonstram a preocupag¢do em incluir na investigacao
diagnostica dos quadros diarréicos em criangas a detec¢do de Cryptosporidium spp, com
o objetivo de melhor elucidar o agente etioldgico envolvido (7,16). A criptosporidiose
tem sido relatada em todas as partes do mundo com uma prevaléncia de 1,9 a 19% dos

casos em criangas diarréicas (21). No Brasil a prevaléncia esperada para criangas fica
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entre 0,5 a 21,3% (26). Na tabela 1 verifica-se um resumo de ocorréncias relatadas na

literatura.

Tabela 1: Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. no

ambiente aquatico do Brasil no periodo de 1993 a 2006

O género predominante entre os coliformes termotolerantes ¢ a Escherichia coli,
cujo habitat exclusivo € o trato intestinal de animais homeotérmicos, equivalendo a 98%
da flora intestinal (2). Porém, algumas espécies de Citrobacter, Enterobacter e
Klebisiella também sdo consideradas termotolerantes. A Escherichia. coli é a unica
bactéria do grupo coliformes fecais de origem exclusivamente fecal, encontrada
somente em esgotos, efluentes, dguas naturais e solos que tenham recebido
contaminagao fecal recente (10).

No municipio de Teresopolis-RJ, a regido denominada “Circuito Tere-Fri”
localizada na rodovia RJ-130, possui grande potencial agricola e ¢ a principal fonte de
abastecimento de hortaligas para o estado do Rio de Janeiro. O importante papel de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em varios surtos epidémicos de veicula¢do hidrica
e alimentar coloca em evidéncia as hortali¢as que, por serem ingeridas cruas, favorecem
a aquisicao destas parasitoses (30). No Brasil, sdo escassos os dados sobre a ocorréncia
destes protozoarios em vegetais como alface e rucula, alimentos frescos amplamente
consumidos pela populagao.

O propdsito deste estudo foi investigar a ocorréncia destes parasitos em dguas de
irrigacdo de estabelecimentos produtores de hortalicas da regido de Teresopolis-

Friburgo, RJ, no periodo de maio a dezembro de 2010.

MATERIAL E METODOS
O presente trabalho verificou a presenga dos enteroprotozodrios
Cryptosporidium spp. e Giardia spp., em aguas destinadas a irrigagdo em 10

estabelecimentos produtores de hortalicas da RJ-130.

Local de Estudo
O municipio de Teresopolis foi criado em 6 de julho de 1891 e faz parte da

Regido Serrana do Estado do Rio de Janeiro estando distante da capital 90 km.
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Apresenta os seguintes municipios como limitrofes: Petropolis, Sdo José do Rio Preto,
Sumidouro, Nova Friburgo, Cachoeiras de Macacu e Guapimirim, e corresponde a
11,1% da 4rea da Regido Serrana. Ocupa uma area de 772,4 km® e tem altitude de 871
m. Suas coordenadas variam de: 22° 06” 52" a 22° 28’ 38"’ de latitude ¢ 42° 42° 17" a
43° 03’ 19" de longitude.

De acordo com o Censo Demografico do IBGE de 2000 (22), o Municipio de
Teresopolis apresenta um total de 138.081 habitantes com 115.198 (83,5%) habitantes
na zona urbana e 22.883 (16,5%) habitantes na zona rural, apresentando uma densidade
demografica de 158,7 hab/km? e taxa de urbanizagao de 83,9%.

Esse municipio ¢ servido por duas estradas federais, a BR-116, que acessam
Guapimirim ao sul e S3o José do Vale do Rio Preto ao norte, ¢ a BR-495, estrada
serrana que alcanca Petropolis, a oeste. A rodovia estadual RJ-130 acessa Nova
Friburgo, a leste sendo denominado Circuito “Teré-Fri” pelo clima favoravel a
exploracdo turistica dos recursos naturais e pelo polo agricola de importante aporte no
Estado do Rio de Janeiro.

Segundo dados do Tribunal de Contas do Estado do Rio de Janeiro (2004) no
setor primario, a horticultura (alface, couve-flor, tomate, repolho, salsa, entre outros) é
responsavel por 81% da producdo agricola do municipio, o qual ¢ o principal produtor

dessa cultura no Estado.

Preparo e coleta de amostras
Foram escolhidos dez pontos distintos ao longo da RJ-130, por estes
apresentarem um grande numero de estabelecimentos produtores de hortalicas (figura
1), sendo assim considerados representativos, sdo eles:
Ponto 01 - Km 28 no rio que banha a localidade de “Estrelinha”;
Ponto 02 - Km 28,5 no rio que banha a localidade de Bonsucesso;
Ponto 03 — Km 29 no rio que banha a localidade de “Contenas”;
Ponto 04 — Km 30 no rio ao longo da RJ-130 entre Bonsucesso e Vieira;
Ponto 05 — Km 34 no corrego Imperial, na localidade de Vieira;
Ponto 06 — Km 35,5 no rio na localidade de Vieira;
Ponto 07 - Km 36 no corrego a localidade de Vieira;
Ponto 08 — Km 36,5 no rio junto a localidade do “Alto de Vieira”;
Ponto 09 — Km 37 no rio préoximo a localidade de “Palmital” Vieira;

Ponto 10 — Km 37,5 no rio préximo a localidade do “Quilombo Telles” em Vieira.
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Figura 1: Mapa de localizagdo espacial dos bairros de coleta das amostras no circuito

“Tere-fri” — RJ.

A aquisi¢do das amostras foi feita no periodo de maio a dezembro de 2010;
correspondendo assim a amostragens na €poca das dguas, onde o clima ¢ mais quente e
chuvoso e na época da seca, devido ao clima de temperaturas amenas e pouca incidéncia

de chuva.

Coleta de amostras de agua de irrigaciao

Foram coletados 10 litros de 4gua em recipientes plasticos com tampa,
previamente tratados com solu¢@o de eluicdo contendo Tween 80 a 1%. As amostras
foram devidamente identificadas e transportadas ao laboratério sob refrigeracdo a 4°C.

O tempo de coleta da amostra e o inicio da analise ndo excederam 24 horas (2).

Coleta das informacdes sobre as condi¢des sanitarias das propriedades

Em ocasido prévia as colheitas, foram realizadas entrevistas quantitativas semi-
estruturada constando topicos previamente estabelecidos de acordo com a problematica
central com os proprietarios ou trabalhadores da unidade agricola que aceitaram
colaborar com o estudo. Para obtencdo do consentimento de realizacdo dessa
investigagdo, apds prestarem-se esclarecimentos sobre os objetivos e a importancia da
pesquisa, foram obtidas informagdes sobre as condigdes sanitarias, além do perfil

agricola das propriedades.

Detecgdo e identificacio de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia
Spp.

A concentragdo de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. nas
amostras ocorreu com a filtragdo de 5 litros de 4gua em membranas de ésteres de
celulose Milipore® de poro 0,45 um e 47mm de didmetro, seguido da dissolugdo da
membrana em acetona foi substituida pela elui¢do da membrana utilizando uma solugao
contendo Dodecil Sulfato de Sodio - SDS (1%) e de Tween 80 (1%). O liquido
resultante foi transferido para tubos de centrifuga. Apos duas centrifugagdes por 10min
a 1050 x g (aproximadamente 2400rpm), foi aspirado cuidadosamente o sobrenadante
até a graduacao final de 1ml. Transferiu-se o pellet para um tubo eppendorf, mantendo o

volume final de 1ml. Os sedimentos finais das amostras acondicionados em tubos de
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eppendorf foram conservados a 4-8°C, e posteriormente num prazo maximo de 24
horas, submetidos aos procedimentos de imunofluorescéncia direta (IFD), utilizando o
kit Kit Merifluor Meridian Bioscience® (Meridian Diagnostics, Cincinnatti, Ohio), para
determinag@o da presenga/auséncia de oocistos e cistos (Cryptosporidium spp. e Giardia
spp.). Uma aliquota de 5 pl da suspensdo de cada amostra foi transferida e distribuida
uniformemente nos pocos da lamina de imunofluorescéncia. Apds a secagem das
laminas sob temperatura ambiente por 30 min adicionou-se uma gota do reagente de
detecgdo contendo anticorpo monoclonal anti-Cryptosporidium e anti-Giardia, marcado
com fluoresceina e 01 gota do contra-reagente (solugdo de negro de ericromo). Em
seguida as laminas foram incubadas em camara tmida a 37° C, por 30 min. As
preparacdes foram examinadas no microscopio Optico, com filtros apropriados
epifluorescéncia. Quanto ao critério de identificagdo, consideraram-se como positivas
todas as estruturas ovoéides ou esféricas de 3 - 6 um de didmetro que apresentaram
coloragao verde-maca brilhante com intensidade compardvel a apresentada pelos
oocistos detectados nas amostras ambientais inoculadas e usadas como controle.
Paralelamente, foram conduzidos procedimentos com o reagente 4°,6’-diamidino
- 2 phenylindole (DAPI) como teste confirmatorio da presenga de Cryptosporidium spp.
e Giardia spp. (25).

Calculo do niumero médio de oocistos Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp.
A contagem dos oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. foi

realizada através da leitura das laminas resultantes das técnicas de coloragdo

histoquimica e IFD, sendo A estimativa de cistos/l e oocistos/l na dgua de irrigacao foi

feita com a seguinte formula:

(00)cistos x 10° X Volume total do sedimento

<
[

Volume da amostra no pogo Volume inicial da amostra

Analise Estatistica dos Dados

Foi analisado o percentual de amostras positivas quanto ao periodo do ano
(chuvoso e seco) e a densidade de oocistos/I e cistos/I.

Utilizando-se o teste estatistico ndo-paramétrico Shapiro-Wilk (p<0,05), foi
analisado se houve ou ndo diferenca significativa entre os periodos chuvoso e seco para

Cryptosporidium spp. ¢ para Giardia spp.
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A analise dos dados foi feita por meio do software Origin, (OriginLab), versao
7.5.

Analises microbioldgicas: Coliformes totais e termotolerantes

Foram realizadas analises microbiologicas para detec¢do de Coliformes totais e
Coliformes termotolerantes (3). Para tal utilizou-se a técnica do nimero mais provavel
(NMP) também conhecido como método de tubos multiplos. Na primeira etapa, foram
retirados assepticamente 25 ml de amostra e preparadas trés diluigdes sucessivas (0,1;
0,01 ¢ 0,001) e para cada diluicdo foram utilizados trés tubos contendo 10 ml de Caldo
Lauril Sulfato de Soédio (LST) com tubos de Durhan invertidos, os quais foram
posteriormente incubados de 35 a 37°C por 24 horas. Os tubos que apresentaram
formacgao de gés no Caldo LST, tiveram aliquotas semeadas em tubos contendo 5 ml de
Caldo verde brilhante 2% (VB) contendo tubos de Durhan invertidos para o
crescimento de coliformes totais. Em uma segunda etapa, os tubos positivos para VB
foram transferidos para tubos contendo caldo com Escherichia coli (E.C.), meio
confirmatorio para coliformes termotolerantes (E.C.) e deixados em banho-maria de
44,5 a 45°C durante 24 horas.

A positividade do teste foi observada pela produgdo de gas no interior dos tubos
de Durhan. Os resultados foram analisados em tabela do NMP. Dos tubos positivos para
o meio E.C. aliquotas foram semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura agar
eosina azul de metileno (EMB) e posteriormente incubadas de 35 a 37°C por 24 horas.
A caracterizagdo dos coliformes termotolerantes foi evidenciada pelo crescimento de

colonias com centros enegrecidos e brilho verde metalico (2).
Etica
Registre-se que o Comité de Etica em Pesquisas da Ensp/Fiocruz, aprovou o

presente estudo, estando os procedimentos de acordo com a Resolugao 196/96 do

Conselho Nacional de Saude.

RESULTADOS

Avaliacio das condicdes sanitarias das areas de producao
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Em relagdo a presenga de animais, observaram-se apenas animais domésticos de
pequeno porte como aves, caes € gatos em todos os estabelecimentos agricolas.

Todos os estabelecimentos agricolas apresentavam edificagdes como casas de
alvenaria e barracdes abertos ou galpdes para manipulagdo, armazenamento e
distribuicdo da produgdo agricola. Em 4 das instalacdes sanitarias observou-se rede de
abastecimento e coleta de esgoto, € nas 6 restantes, sem abastecimento de agua e o
esgoto era destinado a fossa séptica.

Quanto ao tipo de captagdo de 4gua para a irrigagdo, havia 7 estabelecimentos
agricolas cuja agua utilizada para a irrigagdo era proveniente de captagdo subterrdnea e
em 3 dos estabelecimentos a agua usada para irrigar era proveniente de pocos

artesianos.

Avaliacdo da contaminacio da agua de irrigacio

Nas analises de prevaléncia natural de cistos e oocistos das amostras coletadas
na época das aguas, compreendidas nos meses de novembro-dezembro, 70% das
amostras apresentaram a presenca de Giardia spp. e de Cryptosporidium spp.; ja nas
amostras coletadas nos meses de maio-junho-julho-agosto-setembro foi constatada a
presenga de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em 90% delas. A metodologia de IFD
utilizada neste estudo possibilitou a confirmagdo de 23,82% de amostras positivas de
Cryptosporidium spp. no periodo chuvoso e de 41,44% no periodo de seca. Encontrou-
se a confirmacdo de 21,63% de amostras positivas de Giardia spp. no periodo chuvoso

e 45,33% no periodo de seca (tabela 2).

Tabela 2. Estimativa de amostras positivas e densidade de oocistos e cistos /L nas

amostras de dgua de irrigagao

As concentragdes médias de coliformes totais para o periodo chuvoso foi de 37,6
NMP/100ml (18 - 78) e 17,8 NMP/100ml (7 — 41) para os termotolerantes; e para o
periodo seco as concentragdes médias de coliformes totais foi de 45,5 NMP/100ml (15

—71) e 19,9 NMP/100ml (6 - 33) para os termotolerantes (tabela 3).
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Tabela 3. Detecgdao de Coliformes fecais e termotolerantes nas amostras de agua de

irrigacao

Utilizando-se o teste estatistico nao-paramétrico Shapiro-Wilk (p<0,05),
constatou-se que ndo houve diferenca significativa entre os periodos chuvoso (P value =
0,18933) e seco (P value = 0,62600) para Cryptosporidium spp. Da mesma forma néo se
constatou diferenca significativa entre os periodos chuvoso (P value = 0,08719) e seco

(P value = 0,55870) para Giardia spp.

DISCUSSAO

As aguas utilizadas na irrigagdo dos 10 estabelecimentos agricolas pesquisados,
invariavelmente denotaram presenga preocupante de microrganismos de alto
comprometimento em surtos diarréicos, justificando o foco da pesquisa tem sido na
investigagdo de Cryptosporidium spp. e Giadia spp. Cabe destacar que esses
microrganismos s3o protozodrios patogénicos com grande importdncia por sua
veiculagdo hidrica (6). Suas formas infectantes (oocistos e cistos, respectivamente) sao
liberadas em grande quantidade nas fezes dos hospedeiros infectados.

Na pesquisa com os indicadores de qualidade de 4gua (Coliformes totais e
Coliformes termotolerantes), sua deteccdo também se deu, denotando condigdes
sanitarias precarias locais, fato identificado nas observagdes participativas e entrevistas
realizadas na pesquisa de campo. Deixa claro de que a que a falta de saneamento bésico
juntamente com ma conservacdo ambiental sdo fatores determinantes na contaminagao
dos recursos hidricos (20,24); e assim justifica a presenca microbioldgica na dguas de
irrigagdo dos estabelecimentos agricolas da regido estudada; fato também ja sinalizado
por outros autores de outras areas agricolas investigadas (16,29).

Tem-se atribuido como potencializador dos fatores de risco a surtos diarréicos, o
baixo nivel sdcio-economico da populacdo, a auséncia e/ou precariedade dos sistemas
de esgotamento sanitario, a auséncia de educacdo sanitdria, educacdo ambiental e
condig¢des de higiene, juntamente com o descaso de agdes governamentais preventivas,
culminando na falta de politicas publicas. Ocorrendo a inversao desses fatores, ou seja,
melhorando a qualidade de vida da populacdo e das condigdes de saneamento, pode-se

reduzir significativamente a prevaléncia de enteroparasitoses.
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Oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. estdo amplamente
distribuidos no ambiente, ocorrendo em diversos tipos de dgua e em varias partes do
mundo, sendo urbanos e rurais, impedindo a contaminacdo dos lengdis freaticos e aguas
superficiais, como principalmente de rios (7,13,30).

A preocupagdo com as fontes e a incidéncia da infec¢do humana por parasitas
patogénicos envolvidos na veiculagdo hidrica e alimentar, deveriam proporcionar um
monitoramento e tratamento sanitdrio nos diferentes usos da agua e, para tal, emerge a
aplicacdo de tecnologias para a prevencdo, deteccdo e inativagdo da carga
microbioldgica, rotineiramente presente em nossos mananciais.

Quanto a incidéncia de acometimentos diarréicos na populacdo que opera esses
estabelecimentos nada ficou claramente identificado nas entrevistas. Porém, pela falta
de programas de satide publica junto a populacdo rural, provavelmente tal fato possa
subsidiar a caréncia de dados epidemioldgicos sobre casos de parasitoses intestinais da

regiao.

CONCLUSOES

Esta pesquisa com agua de irrigacdo de produtores de hortalicas revelou que a
agua de irrigacdo estd invariavelmente contaminada com material fecal, sendo
inevitavel o desencadear de enteroparasitoses. Fator importante na mitigacdo do
problema pode ser a implantagdo de politicas sanitirias aliadas ao tratamento das
pessoas infectadas, bem como o fomento a programas educacionais junto as populagdes
do meio rural para conscientizacdo desse problema, que é de carater coletivo; ja que
muitos casos de enteroparasitoses sdo assintomaticos, dificultando um tratamento
efetivo e, em decorréncia, podem ser fatais a individuos imunocomprometidos.

As enteroparasitoses ainda representam um grave problema de satde publica e
ndo resta davida que estdo muito relacionadas aos fatores de risco que os individuos
estdo expostos durante a vida, principalmente em criangas. O elevado indice de
enteroparasitos encontrado neste estudo ¢ reflexo de um conjunto de varios fatores que
tém sido negligenciados ao longo dos anos. Dentre os prejuizos causados pelos parasitos
intestinais podemos citar o absenteismo entre adultos e a deficiéncia de aproveitamento
escolar entre os mais jovens e criangas. E, em conseqiiéncia, a ingestdo de hortalicas
contaminadas por estruturas parasitarias ¢ uma via importante de transmissdo,
necessitando a ado¢dao de medidas, por parte dos o6rgdos de vigilancia sanitaria, que

resultem em uma melhoria da qualidade higiénica desses produtos.
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Adicionalmente, torna-se importante o uso de instalacdo de fossas sépticas e
redes de esgoto para impedir que o solo venha a se contaminado, dificultando que a

agua para irrigacdo dos estabelecimentos agricolas estejam contaminadas.
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ABSTRACT
OCCURRENCE OF ENTEROPROTOZOANS IN WATER IRRIGATION OF
ESTABLISHMENT OF VEGETABLES PRODUCERS. CASE STUDY:
TERESOPOLIS, RJ

It was detected Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in waters used for irrigation on
10 establishment of vegetables producers in Teresopolis, RJ. The survey period took
place from May to December 2010. For isolation of Cryptosporidium was used the of
oocysts concentration method by centrifugation through a membrane filter. To
determine the oocysts and cysts presence or absence, were used direct
immunofluorescence (DIF). The total coliform (TC) and thermotolerant (TTC) were
evaluated in accordance with Portaria No. 518. The DIF has provided confirmation in
23.82% of positive samples of Cryptosporidium spp. during the rainy season and
41.44% in the dry season, and confirmation in 21.63% of samples positive for Giardia
spp. during the rainy season and 45.33% in the dry season. In the rainy season the TC
median was 37.6 MPN/100ml and TTC 17.8 MPN/100ml. For the dry period the TC
median was 45.5 MPN/100ml and TTC 19.9 MPN/100ml. Urge implementation of
sanitation actions in the vegetable farms and in Teresopolis, to be sure of that irrigation

water does not contaminate food or pose a risk to the public health.

KEY WORDS: Cryptosporidium. Giardia. Environmental sanitation. Public Health
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Tabela 1: Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de Giardia spp. no

ambiente aquatico do Brasil no periodo de 1993 a 2006

Local/Fonte Parasito Densidade ~ Amostras Referéncia
(oo)cistos/L.  positivas
Fortaleza- Cryptosporidium spp. ND 22,2% Newman et al.,1993 (28)
CE/ (pogo)
Perus-SP/ Cryptosporidium spp. ND 50% Tomps, 1998 (33)
(agua tratada)
Araras-SP/  Cryptosporidium spp. ND 64,4% Dias Junior, 1999 (12)
(agua bruta) Giardia spp. ND 66,7%
Araras-SP/  Cryptosporidium spp. Dias Junior, 1999 (12)
(esgoto) Giardia spp. 2,23 100%
Araras-SP/ Giardia spp. ND 16,66% R¢, 1999 (31)
(pogo e agua
tratada)
Sdo Paulo-  Cryptosporidium spp. 0,1 -236 50% Muller, 1999 (27)
SP/ (dgua
bruta e
tratada)
Itaquacetuba-  Cryptosporidium spp. ND 100% Gamba et al., 2000 (19)
SP/ (po¢o)
Campinas-  Cryptosporidium spp.  4,45-6,08 100% Franco et al., 2002 (14)
SP/ (agua Giardia spp. 3,3-95 100%
bruta)
Sao Paulo-  Cryptosporidium spp.  1200-1400 100% Farias, 2002 (14)
SP/ (esgoto)
Vicosa-MG/  Cryptosporidium spp. 8—135 Ferreira et al., 2004 (17)
(agua bruta) Giardia spp. 0-24 ND
Recife-PE/  Cryptosporidium spp. 16 - 40 5% Machado, 2009 (25)

(agua bruta)




95

Figura 1: Mapa de localizagao espacial dos bairros de coleta das amostras no circuito

“Tere-fri” — RJ.

Conselheiro
Pauling

NOWA FRIEURGO

Cachoeiras
de Macacu

Teresopolis



Tabela 2. Estimativa de amostras positivas e densidade de oocistos ¢ cistos /L nas amostras de agua de irrigagao

Amostras positivas (%) Densidade Densidade
Periodo de coleta Pontos de Coleta (oocistos/L) (cistos/L)
Cryptosporidium Giardia Cryptosporidium Giardia
1 24 4 14,3 1,22x10° 3,65x10”
2 35,6 27,8 1,45x10? 4,18x10°
3 26,7 23,5 1,56x10* 6,56x10%
4 47,8 32,1 1,27x10° 1,91x10°
5 39,8 56,2 1,24x10° 1,86x10*
6 450 25,7 3,66x10? 4,25x10*
chuvoso 7 ND ND ND ND
8 18,9 36,7 4,52x10° 1,2x10?
9 ND ND 0,2x10? ND
10 ND ND 0,8x10? 0,06x10?
média 23,82 21,63 1,46 x10* 2,53x10*
variagio 0-478 0—56,2 0 - 1,24x10* 0-1,91x10°
1 432 52,5 4.44x10" 4,52x10"
2 29.9 76,2 1,93x10° 6,78x10°
3 65,8 77.8 2,52x10° 3,62x10°
4 75,4 31,4 6,48x10" 1,55x10*
5 43,5 33.8 3,44x10° 7,18x10°
seco 6 56,9 45.6 2,98x10z 1,62x10z
7 23.6 23,7 1,77x10 4,33x10
8 34,1 67,8 1,6x10* 2,15x10*
9 ND ND ND ND
10 42,0 445 1,64x10° 1,15x10°
média 41,44 4533 6,09X10° 1,08x10°
variacio 0-75,4 0-778 0 - 3,44x10° 0-7,18x10°
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Tabela 3. Detec¢ao de Coliformes fecais e termotolerantes nas amostras de agua de

irrigacao
Periodo de coleta Pontos de Coleta - NMP/IOOml
Coliformes totais Termotolerantes
1 25 11
2 56 24
3 29 9
4 78 41
5 34 23
chuvoso 6 19 1
7 34 13
8 38 16
9 45 23
10 18 7
média 37,6 17,8
variacao 18-78 7-41
1 43 16
2 67 24
3 32 15
4 71 33
5 39 31
seco 6 15 6
7 39 14
8 31 11
9 53 19
10 65 30
média 45,5 19,9
variacao 15-71 6-33

NMP = ntimero mais provavel
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Prevalence of cryplosporidium spp. in domestic companion animals
of elderly population in Teresépolis, Rio de Janeiro, Brazil

Pravaléncia de cryptosporidium spp. em animass domésticos de companhia da
popuiagae idasa em Teresapolis, Rio de Janeira, Brasil

- (assin B. A. Parzim’
/ Wdo B Ferreing®
i’ Fosnling 1. Koifmaon?
Séngio Koifman?

Abstract

Objective: This study atms to highlight the prevalence of cryptosporidiosis
domestic companion animals. Mesbod- Eligible for study were all elderly (over 60
vears of age) of both sexes who have dogs and / or cats at home, living in the city
of Teresopolis and whe attended a vaccination post in the municipality during
the period of national campaigas vaccination against mfluenza 1n 2007 and 2008,
Reswfts: It was 1dentified the presence of one or more socysts in fecal material
(positive for Crigrestoridiom spp ) tn 29.0% (87) of these animals and 28.7% had
about 2 or more cocysts per field. The prevalence by history of diarrhes among
the 300 animals examined was 17%, reaching 29.5% in dogs and 24.7% 1n cats
showed no statistically significant difference between species. Conslirion: This
fact indicates gaps to be more detailed, since there are fewr studies that explose
the cryptosporidiosis relationship tn the human population with companion
animals. The results show the importance of conducting periodic parasitologieal
gxamination in dogs with or writhout diarrhea for the specific treatment and the
smplementation of prophylaxis and contrel methads.

Resumo

Oyjerive: Bste estudo visa a destacar a prevaléncia da eriptosporidiose em animais Ealavras-chare:
de companhia doméstica. Mersds: Foram elegiveis para o estude todos o3 :dosos )
(actma de 60 anos de idade) de ambos os sexos que tenham cles &/ ou gatos em
casa, vivendo na cidade de Teresopolis & que foram a um poste de vacinagio ne Dlomesticos.
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gripe em 2007 e 2008, Renelradss: Em 29,0% dos animats pesquisados detectou-se a

resenga de cocistos e em 28, 7% foram observados 7 ou mais oocistos por campo.
g ,

A prevalencia de histéria de diarresa entre os 300 animais examinados for de

27%. atmngindo 29,5% em cles e 24.7% em gatos, ndo mostrando diferenca

estatisticamente significativa entre as espéctes. Conclesdo: Este fato indica lacunas

a serem mais aprofundadas, uma vez que sio poucos estudos que exploram a

relagio da coiptosporidiose com o5 animais de companhia na populagio humana.

C's resultados demonstram a importincia de realizagio periddica de exames

paras:tologicos em cles com e sem diarreta para tratamento especifico & adogio

medidas de controle & profilaxia.

INTRODUCTION

The cryptosporidiosis is an important
zoonosis responsible for clinical signs of diarrhea
and gastroenteritis, associated with abdominal
pain in humans and domestic animals caused by
oppertunistic protozoan of the genus
Cryprasporidinm.’ It is transmite ed between
individuals through cocysts that are already
eliminated in the infectious form, being the main
transmission routes the direct contact (person to
person), oral-fecal or indirectly by ingestion of
contaminated food or water (cysts and oocysts).

Its distribution is cosmopelitan and presents
various hosts where C mwrirwas the first species
described 1n 1907 by Tyzzer, being its
endogenous development restricted to glands of
the rodent stomach. € parwm, also described by
Tyzzer (1912) occurs mainly in the small
intestine of various mammals, including
humans?

The protozoan parasite Cryprosporidium has
emerged as an important water contaminant,
responsible for several outbreaks of
cryptosporidiosis, affecting untl half of 2001,
approximately, 427,000 people worldwide, Several
Cryprosporidrsm species have been described, but
only € parvwm have been associated with
gastrointestinal illnesses.* The cryptosporidiosss
can be fatalin unmuﬂocompmmised patients and
can severely debilitate immunocompetent
individuals. Another problem is given by the fact
that Cryprasperidivm cocysts can survive for several
menths in the aquatic environment and are also
resistant to disinfection by chlorine used in
conventional water treatment.’

The importance of a study on the cocurrence
of Crypragporidizom spp. in the aquatic environment
has been reinforced by Brazilian regulations in
Health Environmental Surveillance associated to
Drinking Water Quality Manual (Act n® 518,
Ministry of Heath)*® that developed and
implemented regulatory standards for
Cryprogporidizm in drinking water. Currently,
monitoring of Crypragperidine in drinking water
system that supplies cities between 10,000 and
100,000 inhabitants is worldwide recommendead.”
However, the methods commenly used in the
determination of oocysts in water are highly
variable and inefficient, for example, the
identification of fa].se-positi‘l:e ]:rj.-r interfersnce
with alzae and others protozoan species.’

The amountand the quality of water are important
factors for the establishment of health benefits selated
to the incidence reducing and prevalence of several
diseases, including diarrheal illness? Brazil is one of
the countries with high incidence of diarrhea, which
directly affects the rates of infant mortality and with
greater severity among the elderdy.

C. parvunr has been recognized worldwide as
one of the major contaminants of the water
mppl}-‘.“ The dem‘iption of ll}rdric contamination
by oocysts presence, probably due to human and
animal origin, are frequently associated with
diarrhea outbreaks and consequently to high
morbidity and mortality levels, preferably
affecting immunocompromised and children, but
also immunocompetent and animals.” Although
of endemic characteristics, diarrhea can present
cases related to itself (clinical, spatial-temporal
distribution, source of infection) that are able to
characterize an cuthreak.



The < rypresperidism transmission through the
environment is gaining recognition, especially,
after the cccurrence of numerous cutbreaks
associated with consumption or contact with
contaminated waters.”* Some biological factors
and characteristics of Cryprasporidinm facilitate
disease transmission through water.”” There s no
specific therapy to treat the high number of
oocysts excreted by infected individuals, around
107 1o 10" oocysts, as well as a wide variety of
hosts that act as reservorrs of infection or promote
the cross-transmission or increase the potental
dissemination of cryptosporidiosis.®® The cocysts
excretion may or may not coincide with the
period of symptomatic disease; there may be
uncertainties as to its actual occurrence, by the
lack of further information on the incidence in
asymptomatic individuals.

The elderly population presents a greater
susceptibility to cryptosporidiosis.’™” The
number of fatal cases by specific enteric pathogens
present from 10 to 100 tmes higher in elderly
than in the general popularion.’®* Mirzaei®
observed that in different age groups of Iran
population a prevalence of C parww in individuals
over 51 years ranged from 25.6% with diarrhea
and it was more expressive than in cases of non-
diarrhea {3.?%].

Studies detach the role of pets, especially dogs
and cats, indicating significant benefits for people
and for society. They would contribute for the
pliysical, social and emotional development of the
children and with well-being of its proprietors,
particularly the elderly.”* However, companion
animals can be an important source of infection
for humans, determining diseases generically
known as zoonosis, as cryptosporidiosis.’s™
Aggravaring case related to this infection is given
by the fact that most of the infected animals are
asymptomatic, ™

This still little explored scenario motivared this
paper, that aims to present the prevalence of
cryptosporidiosis in companion animals, in a
sample of the elderly population from the city
of Teresépoh.s, Rio de Janeiro, Brazil.

Cryotosponiliog SFR. in domestic campenion oaimaks of eldery pagelatian

METHODS

Local Study

According to the Demographic Census,™
Teresopolis has a total of 138,081 inhabitants with
115,198 (83.5%) inhabitants living in the urban
areas and 22,883 (16.5%) inhabitants living in rural
areas, with a density of 158.7 inhabitant/km® and

urbanization rate of §3.9%.

Fopulation target

All elderly (80 years or clder) of both sexes
who have dogs at home and / or cats, living in
Teresopolis and whe hat artended a municipal
health unit during the national influenza
vaccination campaign in 2007 and 2008 were

eligible for the study.

We identified 300 elderly in these two
campaigns who agreed with the term consent for
the anamnesis, carried out through a
questionnaire answered by the research
participants, with the aim to gather information
about residence lecation and conditions of
handling the animal in the household.

Were collected fecal samples of companion
animals (dogs and cats). The fecal samples
obtained from the animals were kept in phormel
acetic acid 10% and submitted to refrigeration
Two coprological
methods for diagnosis were used. As first method
it was done direct fecal smear, and these stained
by modified Ziehl-MNeelsen,* after which it was

CEI.I’I’!I.E'd out thf‘ :IJ‘J.:I.CI’DSCDPII.C ObSE‘l"i’JtlDﬂ Df

until laberatorial anal}'& 15,

smears. As second method it was weighed two
grams of each stocl sample which diluted in 15.0
ml PBS (Phosphate-buffered saline), filtered and
placed in centrifuge tube. The filtrate was
centrifuged at 750 x g per 7 minutes, discarding
the supernatant. In Pellet was added 10.0 ml of
sucrose solution saturated with a specific gravity
of 1.2 and centrifuged under the same conditions.
Supernatant sample was collected with the aid of
a bacteriological loop being prepared smears on
a glass microscopic slide. Drying and fixation
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with methanel were followed by staining using
the modified Ziehl-Neelsen technique. The
stazned slides were observed and Cryprasporidium
oocysts were identified by ocular micrometer
x 1000 using a Zeiss Axioskop microscope.

It was considered as relevant for prevalence
study age data owner's grouped by age band (50
o &4 years, &3 to &9 years, 70 to 74 years and
above 75 years), sex of owner, number of domestic
animals for household, its distribution according
to species, 1ts domuiciliation inside or cutside the
residence, and origin as the location (urban or
rural) as well as the diarrhea presence or absence
in both species.

Statistical analysis

Descriptive statistics included the caleulation
frequency measures and prevalence for diarrheafor
internal and external residence vasiables, the total
number of dogs and cats in residence, presence of
cysts and number of cysts per field observed 1n
the laboratory, using SPSS software for windows
version 15.0 (SPSS Inc. Chicage, IIL, TUSA).
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Ethical issues

The ethical issues were respected according to
the Diretrizes and Normas Regulamentadoras -
Fesclution # 196/96, through a Free Informed
Consent Term and by the consent of the
institution's Ethical Committee where this
research was conducted.

RESULTS

The average age of the 300 elderly, owners of
companion animals who participated in this
study was 68.9 years with standard deviation (5D)
of 6.2 and a median of 68 years, being the
minimum age of 58 years and maximum of 90
years. The age group 70 years and more
concentrated 43.3% of participants and there was
a predmmnaﬂce ofelderl}-‘ females [:6?5%). The
animal of choice for company was preferentially
the dog (71.7%), cats (12.0%) and in 16.3% both
coexisted. Whether dogs or cats, the majority of
owners (59.3%) had only one pet per household
and 78.3% lived in urban areas {ta]:rle 1}.

Table 1 - Distribution of the elderly population and animals according to predetermined variables,

TE1'es-;5polis, K], 2007-2008.

Mariables

Crhwners age Mumber Ph
&l to 64 years 102 34.0
65 o 69 years Lt 227
T to 74 years G 213
= 75 years G 22.0
Total 300 RN

Crhwvners sex Mumber i
Female 203 67T
Male o7 323
Toral 300 RN

Domestic animal per residence Mumber Fa
Canine 215 7.7
Feline 3 12.0
Both 45 le3

Permanence of the animal inside the residence Mumber Pa
Yes 172 7.3
Ma 1258 42.7

Mumber of animals per residence Mumber Fh
1 178 593
2o 4 103 F4.3

5 ar more 19 6.3

Orrigin of animal residence Mumber i
Urban 235 B3
Foural 65 217
Toral 300 [N




We identified the presence of one or more
oocysts in fecal material (positivity for
Crypragporidiz spp.) In 29.0% (87) of these animals
and 28.7% had about 2 w0 10 oOCysts per field.

Lot ponglin 3. in domestic compenicn ovimaks of elderly pagslatian

Prevalence of diarrhea among the 300 animals
examined was 27% to 29.5% in dogs and 24.7%
in cats, showing no statistically significant
difference between species (table 3]-|.

Tabel2- Animal distribution in data on diarrhea, presence of occysts in laboratory tests and number

of cocysts per field, Teres 61.1 olis, K], 2007-2008.

Variables
Diarrhea in total examined animals Mumber %
Yes 81 27.0
Mo 219 73.0
Diarrhea in canines Mumber %
Yes 78 29.5
Ma 186 0.5
Diarrhea in felines Mumber %
Yes 54 753
Ma 21 247
Cryprosporidism spp. 00Cysts presence Mumber Yo
Yes 87 29.0
Ma 213 1.0
Mumber of Cryprasperidism spp. oocysts per field Mumber %
1 62 71.3
2 16 18.4
3 5 5.7
4 or more 4 4.6

The prevalence ratic of diarrhea in the animals
researched for oocysts presence showed a strong
assaciation with statistical significance with Pavalue
of 0.0077 (x* = 7.09), PR = 5.49 (CI 95%: 3,66-
8,2 l} and when was stratified to oocysts number
per field showed a dose response with increasing
effect measures reaching a PR, of 6.39 (CI 95%:
3,25-12,56 ) when the cocysts number was 4 or

more per field. It was observed a protective effect

with 27% reduction in the probabilicy of diarrhea
in animals when they lived inside the home.
Considering as reference category (OF. = 1) that
only one companion animal per residence, no
significant difference was found when compared
with the prevalence of diarrhea in animals living
until a total of 4 per residence (OR. = 1.004), but
the probability of diarcheic events was 2.6 times
higher when living 5 or more animals (table 3).
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Tabel 3 - PI’E".-"J].E‘ﬂCE‘ ratio Df du.rr]:tea in H.:I].‘I.‘IJ‘J.:EI].S fCII’ DCIC}-"STS presence, CIDC}'StS 111.1.:|II.]:rE1’ per flf'].d,

residence type, animals number per residence, Teresépolis, EJ, 2007-2008.

Wariables Diarrhea 'R CI(95%)
Yes Mo Total
M (%) I° (%) ® (%)
Clacyses presence
Yes S6 (64.37) 31 (35.63) 87 (100) 5.49 366 - 8.21
i [} 25 (11.74) 188 (B8.26) 213 (100)
Oacyses mumber per field
1 38 (61,29) 24 (38,71) G2 0 100) 5,22 3,43 — 7,94
2 11 (58,75) 5 (31.25) 16 ( 100) 5,86 357 - 9,61
3 4 (80) 1200 5 (100 6,82 3,84 — 12,10
4 or more 3(75) 1i25) 4 (100) 6,39 325 - 1256
Residlence eype
Inside 39 (22,67) 133 177.33) 172 (100 1.0
Outside 42 (32.81) B6(67.19) 128 (100) 0.73 0.48 — 1.10
Animals nuniber per
residence
1 43 (24.15) 135 (75.85) 178 (100) 1.0
2 o4 26 025.24) TTi74.76) 103 (100 1.0 0,68 — 1,59
5 or morte 12 (63.15) 7 (36.85) 19 ( 100) 2.61 1.69 — 4.03

= 7.09; P = 0.0077

FR. = Frevalence samo; CI = Confidence wterval; o = Che square; P = Fovalue

DISCUSSION

The 300 elderly residentsin Tﬂ'esép-::ulis who
attended the national influenza vaccination
campaign in 2007 and 2008 owned at least one
domestic animal. T population sample studied
was predominantly female, preferred dogs as
companion animal and most of them kept the

animals inside the residence.

The study performed in a population of dogs
and cars (300) showed a high global prevalence of
positivity for Crypraspenidien spp. (29.0%), higher
than the one reported among other canine
populations in the literature. Lallo and Bondan ™
in a study conducted with dogs from a university
hospital and two private kennels, reported a
positivity rate of 8.85% when the light microscopy
technique was used, and 9.5% with pelymerase chain

reaction (PCR) and a similar proportion (10.2%)
was observed by Mewman and colleagues™ with an
animal population in northwestern Brazil. An
investigation conducted with 263 faeces samples
collected from healthy dogs from the city of Lavras
and Vigosa, Minas Gerais state, Brazil, found a
prevalence of 1.85% for C param.™ Slightly higher
proportion was reported by Gennarn and colleagues,
in S3o Paulo State” analyzed 160 dogs’ faeces
samples with the presence od diarrhea , getting a
global frequency of 2.83% of excreted oocysts, with
no significant difference between the two groups.
A study done in Zaragoza, Spain, m 81 dog,
registered positivity of 7.4%,” while El-Ahmaf and
colleagues,™ testing 200 dogs in San Bernadine,
California, found 2%, Some studiss conducted in
Finland did not reveal cocysts excretion in adult
dogs’ fasces. ™, A study conducted in S3o Pauls,
Brazil, showed that cocysts in feces is shedding ™



Prevalence of Cripragpenidinm spp. in the canine
population and those with companion animals
(dogs and cats) are sparse and the prevalence rates
reported are very different; some factors may be
pointed to justify these differences, especially the
degree of environmental sanitation, the type of
fecal collection and technical analysis.

The high prevalence of Cryprosporidium in
Teresopolis region is consistent with the findings
of Pereira and colleagues®™, whe detecred high
contamination (100%) of this protozoan in
vegetables consumed by the population in
Teresopolis, a worrying data for water and sludge
treatment, due to non-sanitation actions.

The elderly population, most of the time, is
psychologically dependent on companion
animals, including medical prescription.
Infecticus diseases are commeon causes of increased
morbidity and mortality in elderly patients and
show avery frequent problem in daily geriatrics
practice.” Infections in elderly people are different
from the ones presented by the young
population, differences that can be due two
immunological changes or organic malfunction

(which decline with age).™

A positive for © ryprasponidism in animals living
with elderly people aged of 7074 and 75 or more
(43.9%) was very high, setting a higher exposure
probability for this in more susceptible
population groups . A study conducted in Iran
with 400 individuals the group above 51 years
whe had history of diarrhea had a prevalence of
25% in positivity for Cryprasporidism spp.

It can also be noticed that the canine
population for one animal per residence compared
to cases of overcrowding (more than 5 animals),
showed a lower diarrhea prevalence, probably as
a result of minor contact with other animals (oral
¢ faecal route) avoiding cross-contaminarion. It
was also cbserved that animals that lived inside
the houses had a protective prevg]fnce rate, with
reduced probability of presenting diarrhea,

Cryiosponiiag 3F?. i domestic campenicn oaimak of elderly pagelatian

m;a}-'be due to the fact that the inner environment
means less exposure to Crypragbordinm infecticn.

Domestic dogs and / or cats are sources of
asymptomatic Crypregpendin infection, housing
them in their intestinal tract and feeding viable
oocysts to the environment through their faeces.™
The concern s that the high prevalence of
cryptosperidiosis is enly clinically manifested in
diarrheal events in cases of weakness of the
animal,” The Prevalence of Cryprosporidiss: spp.
increases with higher populaticn density of
companion animals per residence. This fact
points o the need of further deepening of this
research, since there are few studies that explore
the cryprosporidiosis relationship between human
population and animals. So it should improve the
assessment of the level that this relationship
conforms, that is, elderly companion animals, by
the potential cycle of exposure of the elderly, thus
justifying the attempt to know what happensin
this particular group of population, here

pre].iminaril}-‘ studied.

CONCLUSION

Domestic companion animals provide valuable
assistance to the physical and mental health of
their owners. It was found that the close
relaﬁonshiptothese animals, besides benefits, may
bring risks to public health, exacerbated by the
potential present of parasites in their animals.
Therefore, owners need to be aware of the risks
of human infection through faeces of infected
dogs and thus have a greater concern with regular
vermifugation of animals (deworming program),
in order to provide better health conditions for
animals and aveid the risk of transmission to the
owners and for the general population.

We consider relevant the findings of this
research, which are important to show the
zoonotic relationship of Crypraggenidinm spp. in fecal
sa.mples of companion animals of the the elderl}-'

populationbeing studied.
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Analise da prevaléncia de Cryptosporidium spp. em felinos de companhia de idosos.

Estudo de caso: Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil

Analysis of the prevalence of Cryptosporidium spp. in companion felines of elderly

population. Case study: Teresopolis, Rio de Janeiro, Brazil

Analisis de prevalencia de Cryptosporidium spp. en gatos de compaiiia de ancianos.

Estudio de caso: Teresopolis, Rio de Janeiro, Brasil

Resumo

Foi pesquisada a prevaléncia de criptosporidiose em gatos domésticos de companhia em
idosos (acima de 60 anos de idade) de ambos os sexos, residentes no Municipio de
Teresopolis e que compareceram a um posto de vacinagdo do municipio no periodo da
vacinagdo contra gripe de 2009 e 2010. A prevaléncia de diarréia nos idosos foi 29,4% e
nos felinos 24,5%. Foi identificada presenca de 1 ou mais oocistos em 16,7% dos idosos e
12,7% nos felinos. A andlise da razdo de prevaléncia de diarréia evidenciou uma forte
associagcdo em idosos (RP = 4,37, IC a 95%: 2,67 - 7,16), porém com menor forca de
associa¢do, mas ainda com significancia estatistica para felinos (RP = 2,16, IC a 95%: 1,06
— 4,39). Por de imunofluorescéncia confirmado pelo PCR houve semelhante for¢a de
associacdo em idosos (RP = 4,43, IC a 95%: 3,04 — 6,45), porém observou-se um aumento
na forca de associagio para felinos (RP = 4,67, IC a 95%: 3,9 — 6,81). E preocupante, mas
importante para a satde publica, os achados obtidos com esta pesquisa por demonstrar a
relacdo zoonotica do Cryptosporidium spp. presente nas amostras fecais dos animais de

companhia do grupo populacional de idosos estudados.

Palavras-chave: Cryptosporidium, prevaléncia, satide do idoso, animais de companhia
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Abstract

It was researched the prevalence of cryptosporidiosis in domestic cats in companion of
elderly (over 60 years of age) of both sexes, residents in the city of Teresopolis and who
attended a vaccination post in the municipality during the period of vaccination against
influenza in 2009 and 2010. The prevalence of diarrhea in the elderly was 29.4% and
24.5% in cats. It was identified the presence of one or more oocysts in fecal material in
16.7% and 12.7% in elderly cats. The prevalence of diarrhea showed a strong association
in elderly people (PR =4.37, 95% CI: 2.67 to 7.16), but lower strength of association, but
still ~statistically significant for cat (PR = 2.16, 95% CI. 1.06 - 4.39). By
immunofluorescence confirmed by PCR was similar strength of association in elderly
people (PR = 4.43, 95% CI: 3.04 to 6.45), but there was an increase in the strength of
association for felines (PR =4, 67, 95% CI: 3.9 to 6.81). It is disturbing, but important to
public health, the findings from this research, showing the relationship of zoonotic
Cryptosporidium spp. present in fecal samples of companion animals from the population

elderly studied.

Key words: Cryptosporidium, prevalence, health of the elderly, companion animals



112

Resumen

Se investigo la prevalencia de criptosporidiosis de la infeccion en los gatos domésticos en
el compaiiero de edad avanzada (mas de 60 afios de edad) de ambos sexos, residentes en la
ciudad de Teresopolis y que asistieron al puesto de vacunacion en el municipio durante el
periodo de vacunacion contra la influenza en 2009 y 2010. La prevalencia de diarrea en
ancianos fue de 29,4% y 24,5% en los gatos. Se identifico la presencia de uno o mas
oocistos de materia fecal en el 16,7% de los ancianos y 12,7% en gatos. La prevalencia de
la diarrea mostr6 una fuerte asociacion en ancianos (RP = 4.37, IC 95%: 2,67 a 7,16), pero
menor fuerza de la asociacion, pero aun estadisticamente significativas para el gato (PR =
2,16, IC 95%: 1:06-04:39). Por imunofluorescencia confirmada por PCR fue la misma
asociacion en ancianos (RP = 4.43, IC 95%: 3,04 a 6,45), pero hubo un aumento en la
fuerza de asociacion para los felinos (PR = 4, 67, 95% CI: 3.9 a 6.81). Es preocupante,
pero importante para la salud publica, los resultados de esta investigacion, que demuestra
la relacion de enfermedades zoonoticas de Cryptosporidium spp. presente en las muestras

fecales de los animales de compatfiia de la poblacion de ancianos estudiados.

Palabras clave: Cryptosporidium, prevalencia, salud de ancianos, animales de compaiiia
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INTRODUCAO

A criptosporidiose ¢ uma importante zoonose responsavel por manifestagoes
clinicas de diarréias e gastrenterites, associado a dor abdominal, em seres humanos e
animais domésticos causada por protozoarios oportunistas do género Cryptosporidium.' E
transmitida entre individuos por meio de oocistos que ja sdo eliminados na forma
infectante, sendo as principais vias de transmissdao o contato direto (pessoa-a-pessoa),
oral/fecal ou indiretamente pela ingestdo de alimentos ou dgua contaminados (cistos e
oocistos).” Sua distribui¢io ¢ cosmopolita apresentando varios hospedeiros onde o C.
muris foi a primeira espécie descrita, em 1907 por Tyzzer, sendo seu desenvolvimento
endogeno restrito as glandulas estomacais de roedores. O C. parvum, também descrito por
Tyzzer (1912) ocorre principalmente no intestino delgado de varios mamiferos, incluindo o
homem.’

O protozoario parasita Cryptosporidium emergiu como um importante
contaminante da agua, responsavel por varios surtos de criptosporidiose, afetando até
meados de 2001, aproximadamente 427 mil pessoas em todo mundo. Varias espécies do
género Cryptosporidium foram descritas, mas somente o C. parvum tém sido associado as
doencas  gastrintestinais,”®  apresentando-se como uma doenca fatal em
imunocomprometidos que pode debilitar severamente individuos imunocompetentes.’
Oocistos de Cryptosporidium podem sobreviver por varios meses no ambiente aquatico e
sdo também resistentes a desinfec¢do por cloro utilizada no tratamento convencional de
agua.’

O C. parvum tem sido reconhecido mundialmente como um dos maiores
contaminantes das dguas de consumo.” A descricdo da contaminagdo dos recursos hidricos
pela presenca de oocistos, provavelmente de origem humana e animal, estdo
freqlientemente associadas a surtos diarréicos e conseqiientemente a altas taxas de
morbidade e mortalidade, atingindo preferencialmente imunocomprometidos e criangas,
mas também imunocompetentes e animais.”® Embora de caracteristicas endémicas, a
diarréia pode apresentar casos relacionados entre si (clinica, distribuicao espago-temporal,
fonte de infeccdo) que sdo capazes de caracterizar um surto. Estudos desenvolvidos nos
anos de 1980 estabeleceram que o Cryptosporidium ndo é espécie-especifico * e que
linhagens de uma espécie animal podem infectar um amplo espectro de outras espécies,
indicando que os hospedeiros e reservatorios sdo multiplos na natureza e que uma espécie

animal pode contrair a infecgdo de outra.>



114

A auséncia de uma terapia especifica para o seu tratamento ¢ o alto nimero de
oocistos excretados por individuos infectados, em torno de 10° a 10'° oocistos, assim como
a ampla variedade de hospedeiros que atuam como reservatorio da infec¢do ou favorecem
a transmissdo cruzada ou aumentam o potencial de disseminagdo da criptosporidiose. ’ A
excre¢do dos oocistos pode ou ndo coincidir com o periodo sintomdatico da doenga, pode
haver imprecisdes quanto a sua real ocorréncia, pela caréncia de maiores informacdes da
incidéncia em individuos assintomaticos.”

A populacio de idosos apresenta uma maior susceptibilidade a criptosporidiose.®*'°
O numero de casos fatais por patdogenos entéricos especificos apresentam-se de 10 a 100
vezes maior em idosos que na populacio em geral.''* Mirzaei'® observou que em
diferentes grupos etarios da populacdo do Ird uma prevaléncia do C. parvum em individuos
acima de 51 anos dos quais 25% apresentavam diarréia, enquanto que 3,5% dos positivos
ndo apresentaram quadro diarréico.

Estudos destacam o papel dos animais de estimagdao, em especial caes e gatos,
aportando significantes beneficios para as pessoas e para a sociedade, contribuindo para o
desenvolvimento fisico, social e emocional das criangas e com o bem-estar de seus
proprietarios, em particular de idosos.'* No entanto, animais de companhia podem
constituir importante fonte de infec¢do para o homem, determinando doengas
genericamente denominadas zoonoses, como a criptosporidiose.'*!* Caso agravante quanto
a essa infeccdo da-se pelo fato que grande parte dos animais infectados serem portadores
assintomaticos.'*

Estudos reportam prevaléncia de criptosporidiose e giardiase em populagdes de
felinos é variavel, geralmente alto, porém a maioria apresentam valores em torno de 12%.'°
A variabilidade ¢ parte devida a diversidade de técnicas usadas para sua detec¢ao, sendo a
técnica mais sensivel a reagdo em cadeia de polimerase (PCR).'"'®
Diante deste quadro ainda pouco explorado se insere este artigo que objetiva

evidenciar a prevaléncia de criptosporidiose em animais domésticos de companhia, numa

amostra da populagdo de idosos do municipio de Teresopolis.
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MATERIAL E METODOS

Local de Estudo

O municipio de Teresopolis foi criado em 06 de julho de 1891 através do decreto n°
280, fazendo parte da regido serrana do Estado do Rio de Janeiro. Apresenta os seguintes
municipios como limitrofes: Petropolis, Sao José do Rio Preto, Sumidouro, Nova Friburgo,
Cachoeiras de Macacu e Guapimirim, e corresponde a 11,1% da area da Regido Serrana.
Ocupa uma area de 772,4 km® ¢ tem altitude da sede de 873 m. Suas coordenadas
compreendem os valores de 22° 24’ 43” de latitude e 42° 57° 57” de longitude. De acordo
com o Censo Demografico do IBGE '°, o Municipio de Teresopolis apresenta um total de
138.081 habitantes com 115.198 (83,5%) habitantes na zona urbana e 22.883 (16,5%)
habitantes na zona rural, apresentando uma densidade demografica de 158,7 hab/km® e

taxa de urbanizagao de 83,9%.

Populacéo de Estudo

Foram elegiveis para estudo, idosos (acima de 60 anos de idade) de ambos os sexos
residentes no Municipio de Teresopolis, que tenham em domicilio gatos, e que
compareceram a um posto de vacinagdo do municipio no periodo das Campanhas nacionais
de vacinacdo contra gripe de 2009 e 2010, respectivamente. Foram identificados 102
idosos nessas duas campanhas os quais concordaram com o termo de consentimento para o
estudo, preenchendo questiondrio com dados de anamnese, dados de localizagdo da
residéncia e condi¢des de manejo do animal no domicilio. Considerou-se apenas um felino

por proprietario idoso independente de haverem mais animais de companhia no domicilio.

Amostragem

Obtencao das amostras de fezes. Para a colheita das amostras de fezes foram
utilizados frascos descartaveis (coletor universal), contendo solugdo conservadora de MIF
(merbromino, iodo e formol). Os recipientes foram entregues aos responsaveis apos
identificagdo prévia com o numero do domicilio € 0 nome do morador amostrado naquela
residéncia. Na primeira visita foram dadas as instru¢des de como colher a amostra fecal e
foi marcada a data de retorno para recolhimento da mesma (uma semana apds o primeiro

contato).
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Exames parasitolégicos

Foram recolhidas amostras fecais das pessoas participantes ¢ de seus felinos e
foram processadas no laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal Fluminense e
no Laboratdério de Imunologia e Imunogenética em Doencas Infecciosas do Instituto de
Pesquisas Evandro Chagas.

As amostras fecais foram conservadas sob duas formas: formalina tamponada a
10% sob refrigeragdo a 4°C e in natura congeladas a -20°C. Todas as amostras
formolizadas foram submetidas a identificagdo de oocistos de Cryptosporidium através de
esfregacos corados pela técnica de Ziehl-Neelseen modificada.”’ De igual forma, todas as
amostras congeladas foram avaliadas pelo teste imunoenzimatico para identificacao através
de anticorpos monoclonais e policlonais contra o antigeno de superficie do
Cryptosporidium spp. e quando positivas foram confirmadas pela extragio do DNA e
identifica¢do por PCR.*

Dentro das residéncias foram verificadas condi¢des de manejo e sanidade do animal
com dados gerais de anamnese envolvendo o estado geral do animal, suas mucosas,
temperatura retal, apresentagdo das fezes, historico de diarréia, alimentacdo por racdo ou
nao, procedéncia da agua ingerida e local de permanéncia do animal (interno ou externo).

Para o instrumento aplicado, os participantes davam informacao sobre ao sexo, a
idade do proprietario agrupados por faixa etaria (60 a 64 anos, 65 a 69 anos, 70 a 74 anos e
acima de 75 anos), habito de tabagismo, estado civil (solteiro, unido qualquer ou vitivo) e a
presenga de diarréia. Quanto aos felinos, os participantes respondiam sobre variaveis como
sexo, idade do animal (nao definida, 0 a 2,0 anos, 2,1 a 4,0 anos, 4,1 a 6,0 anos e acima de
6,1 anos), estimativa de peso (ndo definido, 1,0 a 2,5kg, 2,6 a 4,0kg, 4,1 a 5,5kg e 5.6 a
7,0kg), tipo de dgua ingerida (outra fonte, filtrada ou clorada), permanéncia no interior,

exterior da casa ou ambos e presenca de diarréia.

Analise Estatistica

A prevaléncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. nos felinos foi calculada para
os fatores de risco sexo, idade, peso, tipo de ingestao de agua (filtrada, clorada ou outra
fonte), ocorréncia de diarréia e freqiiéncia de domicilio (interior ou exterior da casa). Para
os proprietarios dos felinos, utilizaram-se os seguintes fatores de risco: sexo, idade, fumo
(presenga ou auséncia do habito), ocorréncia de diarréia e estado civil. Para os felinos e

seus respectivos donos foram obtidas por meio de variaveis categorizadas, o caso de
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Cryptosporidium spp. por meio de ZielNielseen (presenga ou auséncia), o numero de
occistos por campo (nenhum, 1, 2, 3, acima de 4), e caso de Cryptosporidium spp. por
meio de Elisa (presenca ou auséncia). Foi obtida a razdo de prevaléncia de diarréia em
proprietarios 1idosos e seus respectivos felinos segundo a positividade para
Cryptosporidium spp., pelos métodos Ziehl-Neelseen modificada, nimero de oocistos por
campo ¢ PCR. Uma analise univariada foi realizada objetivando verificar o efeito de cada
possivel fator de risco usando distribui¢do de freqiiéncia do fator em relagdo 4 positividade
por Cryptosporidium spp. A seguir, foi realizada uma regressao logistica incondicional
para testar os efeitos das variaveis independentes sobre a variavel caso de Cryptosporidium
spp. por meio de ZielNielseen (presenca ou auséncia) como variavel dependente. Valores
da associagdo entre as variaveis por meio de X° foi obtido. A razdo de chance estimada
(OR) ¢ seus intervalos de confianga (95 % IC) foram obtidas como medidas do efeito

preditor.

Etica
Registre-se que o Comité de Etica em Pesquisas da Ensp/Fiocruz, aprovou o
presente estudo, estando os procedimentos de acordo com a Resolugdo 196/96 do Conselho

Nacional de Saude.

Resultados

A média de idade dos 102 idosos proprietarios de felinos de companhia
participantes deste estudo foi de 66,7 + 4,58, mediana de 66 anos sendo a idade minima de
60 anos e a maxima de 82 anos. O grupo etario de 65 a 69 anos e mais concentrou 43,1%
dos participantes e observou-se um predominio de idosos do sexo feminino (75,5%).
Observou-se 82,4% dos idosos livres do habito de tabagismo e predominio estado civil de
84,3% para unido de qualquer tipo. Os felinos fémeas (59,8%) predominaram sobre os
machos (40,2%) sendo a maioria sem idade estimada (65,7%) e peso estimado de 2,6 a
4,0kg (67,6%) na maior parte. 79,4% dos felinos transitam tanto na parte interna quanto
externa do domicilio e a maioria (56,9%) ingere dgua de outras fontes que nao seja agua
filtrada ou clorada.

A prevaléncia de diarréia nos proprietarios idosos foi de 29,4% ao passo que nos
felinos foi de 24,5%. Foi identificada presencga de 1 ou mais oocistos de Cryptosporidium

spp. pela coloragdo de Ziehl-Neelseen modificada em 16,7% dos idosos proprietarios e
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12,7% dos felinos de companhia. Ambos, idosos (8,8%) e felinos (6,9%) apresentaram
apenas 1 oocisto por campo. Quanto ao método imunoenzimatico, 8,8% dos idosos e 3,9%
dos felinos expressaram positividade para a presenga do Cryptosporidium, sendo todos os

positivos confirmados pela reagdo por PCR (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo de proprietarios idosos e felinos em dados de diarréia, presenga de

oocistos nos exames laboratoriais e nimero de oocistos por campo

A analise da razdo de prevaléncia de diarréia segundo a presenca de oocistos pelo
método de coloracao Zichl-Neelseen modificada evidenciou uma forte associacdo em
idosos (RP = 4,37, IC a 95%: 2,67 - 7,16), porém com menor for¢a de associa¢do, mas
ainda com significancia estatistica para felinos (RP = 2,16, IC a 95%: 1,06 — 4,39). Ja pelo
método de imunofluorescéncia confirmado pelo PCR houve semelhante forca de
associacdo em idosos (RP = 4,43, IC a 95%: 3,04 — 6,45), porém observou-se um aumento
na forca de associagdo para felinos (RP = 4,67, IC a 95%: 3,9 — 6,81). Esses resultados
quando estratificados por numero de oocistos por campo demonstrou efeito dose resposta
para idosos com aumento das medidas de efeito, estabilizando-se para 2 ou mais oocistos
numa RP de 5,31 (IC 95%: 1,08 - 9,54). Diferente comportamento observou-se na dose
resposta para felinos com aumento das medidas de efeito a medida que aumenta o numero
de oocistos por campo embora seus respectivos IC a 95% ndo sejam estatisticamente

significativos (Tabela 2).

Tabela 2. Razdo de prevaléncia de diarréia em proprietarios idosos e felinos segundo a
positividade para Cryptosporidium spp. pelos métodos Ziehl-Neelseen modificada, nlimero

de oocistos por campo ¢ PCR

Nao foram observadas relagdo entre a presenga de Cryptosporidium spp. e as
variaveis obtidas como possiveis fatores de risco. Entretanto, alguns resultados podem ser
destacados. Em relagdo aos animais, percebeu-se um pouquissimo aumento da chance de
infecgdo por Cryptosporidium spp. para as fémeas em relagdo aos machos (OR=1.08,

1C=0.32-3.59). Observou-se um aumento da chance de infec¢do do felino com o aumento
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da idade do mesmo (OR=1.22, 1.90, 2.85), apesar de ndo estatisticamente significativa. Em
relagdo ao tipo de agua ingerida pelo animal, observa-se um efeito protetor com a redugdo
da chance de infec¢do a medida que o animal bebe dgua filtrada (OR= 0.80, IC=0.22-2.90)
e clorada (OR=0.78, IC=0.08-7.11). A diarréia mostrou-se como um fator resultado da
infec¢do por Cryptosporidium spp. (OR=3.15, IC= 0.94-10.51), sendo que o ndo encontro
de significancia neste caso pode ser puramente um resultado do tamanho amostral (Tabela

3).

Tabela 3. Anélise de regressdo logistica para determinar os fatores associados da infeccao

por Cryptosporidium spp. em felinos do municipio de Teresopolis — RJ.

Para os fatores de risco associados a infeccdo por Cryptosporidium spp. nos
proprietarios dos animais, a regressao logistica ndo apresentou associagdes significativas
ao nivel de p<0.05, com excecdo da variavel diarréia. Da mesma forma, alguns resultados
podem ser destacados. Observou-se uma maior chance de infec¢do para as mulheres em
relagdo aos homens (OR=2,78, IC=0.59-13-12), e um aparente efeito protetor pela infeccao
com o aumento da idade das pessoas (OR=0.37, 0.57). A ocorréncia de diarréia apresentou
uma forte associagdo com a infec¢do por Cryptosporidium spp. (OR=20.12, IC=5.16-
78.44) (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de regressao logistica para determinar os fatores associados da infeccao

por Cryptosporidium spp. em moradores do municipio de Teresopolis — RJ.

DISCUSSAO

Os 102 individuos idosos residentes em Teresopolis-RJ que compuseram a amostra
da populacdo estudada que demandaram a campanha de vacinagdo contra a gripe nos anos
de 2009 e 2010 eram predominantemente do sexo feminino, proprietarios de pelo menos
um felino doméstico, animal de escolha para companhia € na sua maioria permitem que os
animais domiciliados transitem dentro e fora das residéncias.

A elevada prevaléncia Cryptosporidium em animais na regido de Teresopolis é

compativel com os achados de Pereira e colaboradores (2008)*%, quando detectaram



120

elevada contaminacdo (100%) deste protozoario nas verduras consumidas pela populagao
do municipio de Teresdpolis, sinalizando dados preocupantes ao tratamento de agua e de
esgoto devido a ndo-agdes de saneamento.

O estudo da populagcdo de gatos (102) através da identificacdo de oocistos pela
presengca de Cryptosporidium spp. pela coloracdo de ZNM evidenciou uma moderada
prevaléncia (12,7%), compativel com a variagdo global de resultados em diferentes paises
como 3,8% no Jap€1023, 8,1% no Reino Unid024, 12,3% na Escocia® e os 24,5% de 200
felinos de Turin na Itdlia.*® Semelhante estudo realizado em 51 felinos obteve uma
prevaléncia de 3,9% pela coloragio verde de malaquita no municipio de Andradina-SP.*’

A populagao idosa, na maioria das vezes, depende psicologicamente da companhia
de animais, inclusive por indicagdo médica. As doengas infecciosas sdo causas comuns do
aumento de morbidades e mortalidades em pacientes idosos e revelam como um problema
freqiiente na pratica diaria da geriatria.'> As infecgdes em idosos sdo de caracteristicas
diferenciadas das apresentadas na populacao jovem, sendo essas diferengas atribuidas as
alteracdes imunolédgicas ou mau funcionamento organico (que declinam com a idade)."!

A positividade para Cryptosporidium nos animais de conviviam com idosos de 70-
74 anos e com 75 ou mais (43,9%) foi muito elevada configurando uma maior
probabilidade de exposicao desta parasitose em grupos populacionais considerados mais
suscetiveis. Estudo realizado no Iran * com 400 individuos o grupo acima de 51 anos que
apresentava historia de diarréia apresentava uma prevaléncia de 25% de positividade para o
Cryptosporidium. Pode-se também observar que a populagdo canina de um animal por
domicilio comparada aos casos de superpopulacao (mais que 5 animais), apresentou menor
prevaléncia de diarréia provavelmente como resultado do menor contato com outros
animas (via oral/fecal) evitando uma contaminagdo cruzada. Observou-se também que o0s
animais que eram domiciliados dentro das residéncias apresentaram um razdo de
prevaléncia protetora, com redugao da probabilidade de apresentar diarréia, provavelmente
pelo fato do ambiente interno estar em condi¢gdes de menor exposi¢do a infeccdo do
Cryptosporidium.

Os animais domésticos sdo fontes de infec¢do assintomaticos do Cryptosporidium,
albergando-os em seu trato intestinal e veiculando oocistos viaveis ao ambiente através de
suas fezes.™® O preocupante é que a alta prevaléncia de criptosporidiose so se manifesta
clinicamente com quadro diarréico nos casos de debilidade do animal.® A prevaléncia de

oocistos de Cryptosporidium spp. aumenta a medida que aumenta a densidade
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populacional de animais de companhia por residéncia. Tal fato sinaliza a necessidade de
um maior aprofundamento dessa investigacdo, uma vez que existem poucos estudos que
exploram a relagdo criptosporidiose na populacdo humana com animais de companhia.
Devido a isso, deve-se melhorar a avaliagdo do nivel que tal relagdo se conforma, ou seja,
idosos — animais de companhia, pelo potencial ciclo de exposi¢ao aos idosos, justificando
dessa maneira a tentativa de conhecimento do que esta ocorrendo neste grupo especifico da
populagdo, aqui preliminarmente estudada.

A utilizagdo de animais como terapia vem sendo utilizada desde o século XVIII,

focada ao tratamento de doentes mentais.'* Pesquisas subseqiientes voltaram-se aquelas
sobre que efeitos a interagdo homem-animal incidiria favoravelmente sobre parametros
fisiologicos e saude cardiovascular humana. ° Observou-se que tal interagdo poderia
promover a satude fisica através de trés mecanismos basicos que incluem a diminuicio da
soliddo e da depressao; diminuindo a ansiedade, os efeitos do sistema nervoso simpatico e
aumentando o estimulo para pratica de exercicios. Conseqiientemente, ha um impacto
positivo no dia-a-dia repercutindo numa melhoria na qualidade de vida e na satde fisica
dos individuos.*"!
Inicia-se o século XXI amargando diversos problemas sociais sérios, com reflexos diretos
sobre a saude publica. Dentre estes, 0 aumento da expectativa de vida, como conseqiiéncia
aumentando significativamente a populagdo idosa, que da forma que esta a atengdo a satde
neste grupo especifico, ainda incipiente, evidentemente, varios fatores contribuirdo para o
aumento da incidéncia de doengas parasitarias, nas quais a criptosporidiose sinaliza uma
expansao preocupante, pelas caracteristicas do parasito e pela proximidade da exposicao
pelos animais de companhia.

Enfim, ponderamos serem pertinentes os achados obtidos com esta pesquisa por
demonstrar a relagdo zoonoética do Cryptosporidium spp. presente nas amostras fecais dos

animais de companhia do grupo populacional de idosos estudados.
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Tabela 1. Distribuicdo de proprietarios idosos e felinos em dados de diarréia, presenga de

oocistos nos exames laboratoriais € numero de oocistos por campo.

Variaveis
Diarréia Nimero %
Proprietarios idosos
Nio 7 70,6
Sim 30 29,4
Felinos
Nio 77 75,5
Sim 25 24,5
Positividade para Cryptosporidium spp. em ZNM Numero %
Proprietarios idosos
Nao 85 83,3
Sim 17 16,7
Felinos
Nao 89 87,3
Sim 13 12,7
Numero de oocistos de Cryptosporidium spp. por campo Numero %
Proprietarios idosos
1 9 8,8
2 4 3,9
3 3 2,9
4 ou mais 1 1,0
Felinos
1 7 6.9
2 4 3,9
3 1 1,0
4 ou mais 1 1,0
Positividade para Cryptosporidium spp. em TI/PCR Nuimero %
Proprietarios idosos
Nao 93 91,2
Sim 9 8,8
Felinos
Nio 98 96,1
Sim 4 3,9

ZNM = Ziehl-Neelsen modificada

TI/PCR = Teste Imunoenzimatico confirmado pela reagdo em cadeia de polimerase (PCR)
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Tabela 2. Razdo de prevaléncia de diarréia em proprietarios idosos e felinos segundo

a positividade para Cryptosporidium spp. pelos métodos Ziehl-Neelseen modificada,

numero de oocistos por campo e PCR

Razio de Prevaléncia

Variaveis Diarréia RP IC (95%)
Presenca de oocistos Sim Naio Total
por ZNM N° (%) N° (%) N° (%)
Proprietarios Idosos
Sim 14 (82,35) 3(17,35) 17 (16,67)
Nio 16(18,82) 69 (81,18) 85(83,33)  H37  2:67-716
Felinos

Sim 6 (46,15) 7 (53,85) 13 (12,75)

Nio 19(2135)  70(78,65 89(8725 =16 106-439
Numero de oocistos por Sim Nao Total RP IC (95%)
campo N° (%) N° (%) N° (%)

Proprietarios Idosos

1 6 (66,66) 3(33,34) 9 (8,82) 3,54 2,15-4,92

2 4 (100,00) 0 (0,00) 4 (3,92) 531 1,08 -9, 54

3 3 (100,00) 0 (0,00) 3(2,95) 5,31 0,25 -10,36

4 ou mais 1 (100,00) 0 (0,00) 1 (0,98) 531 0,00 — 14,68

Felinos

1 2 (28,57) 5(71,43) 7 (6,86) 1,34 0,63 — 2,05

2 2 (50,00) 2 (50,00) 4 (3,92) 2,34 0,34 — 4,34

3 1 (100,00) 0 (0,00) 1 (0,98) 4,68 0,21 -9,27

4 ou mais 1 (100,00) 0 (0,00) 1 (0,98) 4,68 0,21-9,27
Presenca de oocistos Sim Nao Total RP IC (95%)
por TI/ PCR N° (%) N° (%) N° (%)

Proprietarios Idosos

Sim 9 (100,00) 0 (00,00) 9 (8,82)

Nio 21(22,58)  72(77.42) 93 (91,18 3 3,04-645
Felinos

Sim 4 (100,00) 0 (00,00) 4 (3,92)

Nio 202143)  77(7857) 98(96,08) 07 3.19-681

ZNM = Ziehl-Neelsen modificada

TI/PCR = Teste de Imunofluorescéncia confirmado pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
RP = Razdo de Prevaléncia

IC = Intervalo de Confianga
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Tabela 3. Analise de regressao logistica para determinar os fatores associados da infeccao

por Cryptosporidium spp. em felinos do municipio de Teresopolis — RJ.

Variavel Categoria Testado Positivo (N=9) X? OR 95% I.C. P
N % P valor
Sexo Macho 41 5 12,2 0,89 1
Fémea 61 8 13,1 1,08 0,32 - 3,59 0,89
Idade (anos)  indefinida 67 7 10,4 0,81 1
0a2,0 8 1 12,5 1,22 0,13-11,46 0,85
2,1a4,0 22 4 18,2 1,90 0,50 - 7,25 0,34
>4,1 5 1 25,0 2,85 0,26 -31,32 0,39
Estimativa 1,0a2,5 22 4 18,2 0,67 1
de peso 2,6 24,0 69 9 13,0 0 0,67 0,18 2,45 0,55
>4,1 11 0 0 - - -
Tipo de Outra 58 8 13,8 0,78 1
Ingestao de Filtrada 35 4 11,4 0,80 0,22 -2,90 0,74
agua Clorada 9 1 11,1 0,78 0,08—-7,11 0,82
Freqiiéncia Ambos 81 12 14,8 0,24 1
no domicilio Interior 8 0 0 -
Exterior 13 1 7,7 0,47 0,057-4,03 0,49
Diarréia Nao 77 7 9,09 0,06 1

Sim 25 6 24 3,15 0,94-10,51 0,06




Tabela 4. Analise de regressdo logistica para determinar os fatores associados da infecgdo por Cryptosporidium spp. em moradores do

municipio de Teresopolis — RJ.

Variavel Categoria  Testado Positivo (N=9) X* OR 95% I.C. P
N % P valor
Sexo Masculino 25 2 8,0 0,15 1
Feminino 77 15 19,5 2,78  0,59-13,12 0,19
Idade (anos) 60 a 64 31 8 25,0 0,28 1
65 a 69 44 5 11,1 037 0,11-1,27 0,11
>70 24 4 16,0 0,57  0,15-2,17 0,41
Fumo Nao 84 15 17,9 0,46 1
Sim 18 2 11,1 0,57  0,11-2,77 0,49
Est. civil Solteiro 6 1 16,7 0,95 1
Unido 86 14 16,3 097  0,10-8,97 0,98
qualquer
viavo 10 2 20,0 1,25 0,08-17,65 0,86
Diarréia Nao 72 3 4.2 0,001 1

Sim 30 14 46,7 20,12 5,16 -78,44 <0,001
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