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RESUMO

SANTOS, R. C. F. Importancia de mamiferos neotropicais na epidemiologia de
protozooses: diagnostico, caracterizagdo molecular e aspectos ecologicos da infec¢ao por
Giardia e Cryptosporidium. [Importance of neotropical mammals in the epidemiology of
protozoosis: diagnosis, molecular characterization and ecological aspects of infection by
Giardia and Cryptosporidium]. 2011. 165 f. Dissertagcéo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Giardia e Cryptosporidium sédo protozoarios cosmopolitas cuja epidemiologia é
especialmente importante devido ao seu expressivo potencial zoonético. Animais silvestres
sdo frequentemente relatados como reservatérios da giardiose e criptosporidiose humanas,
todavia, sdo escassas as evidéncias sobre sua real importdncia na manutencdo e
disseminagdo destas protozooses. No intuito de avaliar a ocorréncia e determinar 0s
gendtipos responsaveis pela infeccdo de mamiferos neotropicais, 452 amostras fecais
procedentes de 52 diferentes espécies, in situ e ex situ, de sete localidades distintas foram
avaliadas por métodos de diagnostico microscopico, seguidos por técnicas moleculares de
amplificacdo (Nested PCR), sequenciamento e caracterizacdo genotipica. Os resultados
revelaram prevaléncia aparente de 6,2% para Giardia spp. e de 4,8% para Cryptosporidium
spp. (n=343). Dezessete diferentes espécies de mamiferos silvestres foram positivas, sendo
11 para Giardia spp., nove para Cryptosporidium spp. e trés para ambos os protozoarios. A
caracterizagdo molecular revelou a predominante presenca de genétipos zoonoéticos em
mamiferos cativos (Giardia duodenalis gendétipo Al) e de gendtipos hospedeiro-especificos
em animais de vida livre (Cryptosporidium sp. rat genotype Il e Cryptosporidium wrairi).
Foram também identificados Giardia duodenalis genétipo D em cachorro-do-mato
Cerdocyon thous e Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV em bugio-preto Alouatta
caraya, ambos mantidos em cativeiro. Aspectos ecologicos, como habitat, guilda tréfica,
estratégia do uso do ambiente e influéncia antrépica, foram considerados relevantes para a
ocorréncia dos parasitas. Tais achados demonstraram que animais silvestres podem ser
infectados por gendtipos zoonéticos e especificos dos agentes, 0 que revela a importancia
de estudos envolvendo esta abordagem para sugerir possiveis relagcdes entre os
protozoarios, hospedeiros humanos, animais domésticos e silvestres perante diferentes

caracteristicas ambientais.

Palavras-chave: Giardia spp. Cryptosporidium spp. Caracterizacdo molecular. Mamiferos

neotropicais. Medicina da conservacao.



ABSTRACT

SANTOS, R. C. F. Importance of neotropical mammals in the epidemiology of
protozoosis: diagnosis, molecular characterization and ecological aspects of infection by
Giardia and Cryptosporidium. [Importancia de mamiferos neotropicais na epidemiologia de
protozooses: diagnéstico, caracterizacdo molecular e aspectos ecoldgicos da infeccdo por
Giardia e Cryptosporidium]. 2011. 165 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sado Paulo, Sdo Paulo, 2011.

Giardia and Cryptosporidium are cosmopolitan protozoans whose epidemiology is especially
important due to its significant zoonotic potencial. Wild animals are often reported as
reservoirs of human giardiosis and cryptosporidiosis, however, there is little evidence about
their real importance in the maintenance and dissemination of these protozoosis. In order to
evaluate the occurrence and determine the genotypes responsible for neotropical mammals
infection, 452 fecal samples of 52 different species, in situ and ex situ, of seven locations
were evaluated by microscopic methods of diagnosis, followed by molecular amplification
(Nested PCR), sequencing and genotypic chacacterization techniques. The results revealed
an apparent prevalence of 6,2% for Giardia spp. and 4,8% for Cryptosporidium spp. (n=343).
Seventeen different species of wild mammals were positive, 11 for Giardia spp., nine for
Cryptosporidium spp. and three for both protozoans. Molecular characterization shows
predominant presence of zoonotic genotypes in captive mammals (Giardia duodenalis
genotype Al) and host-specific genotypes in free-living animals (Cryptosporidium sp. rat
genotype Il and Cryptosporidium wrairi). Giardia duodenalis genotype D in crab-eating fox
Cerdocyon thous and Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV in black howler monkey
Alouatta caraya, both in captivity, were also identified. Ecological aspects, like habitat,
trophic guilds, strategy of using the environment and human influence, were considered
relevant to occurrence of the parasites. These findings could demonstrate wild mammals can
be infected by zoonotic and specific genotypes of agents, which shows the importance of
studies using this approach to suggest possible relationships between protozoans, human

hosts, domestic animals and wildlife facing different environmental characteristics.

Keywords: Giardia spp. Cryptosporidium spp. Molecular characterization. Neotropical

mammals. Conservation medicine.
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1 INTRODUCAO H

Giardia e Cryptosporidium s&o protozoarios oportunistas causadores de
doencas predominantemente gastroentéricas e capazes de infectar todos os grupos
faunisticos de vertebrados, sendo mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes
possiveis hospedeiros e dispersores destes agentes (OLSON; OLSON; WALLIS,
2002; FAYER; XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Relatados frequentemente como causadores de surtos epidémicos e
epizoodticos por todo 0 mundo, tais protozoarios sao responsaveis por duas das mais
graves enfermidades transmitidas pela agua, tendo como principal agravante o dificil
controle da contaminacdo ambiental (MAC KENZIE et al., 1994; OLSON; OLSON;
WALLIS, 2002; FAYER; XIAO, 2008; CHALMERS; DAVIES, 2010). A eliminacao de
resistentes formas infectantes, como cistos e oocistos, nas fezes do hospedeiro é
uma importante caracteristica de ambas as referidas parasitoses, de tal modo que
sua transmissdo é predominantemente fecal-oral, sendo a veiculacdo hidrica a
principal via. Infec¢Bes por Giardia e Cryptosporidium podem resultar em obito,
especialmente quando em pacientes imunossuprimidos (ORTEGA-PIERRES et al.,
2009b).

Tais parasitas possuem expressiva importancia epidemiolégica devido ao seu
significativo potencial zoonético, distribuicdo cosmopolita, amplo numero de
hospedeiros susceptiveis, grande variabilidade genética, facil disseminacdo e
significativa resisténcia ambiental (CACCIO et al., 2005; ORTEGA-PIERRES et al.,
2009b, a; FAYER; SANTIN; MACARISIN, 2010).

Muitos dos estudos precedentes consideravam o0s animais silvestres
importantes reservatorios para a giardiose (ou giardiase) e para a criptosporidiose
humanas (ATWILL et al., 1997; BAJER; BEDNARSKA; SINSKI, 1997; ABD EL-
WAHED; SALEM; EL-ASSALY, 1999). Todavia, recentes pesquisas referentes a
epidemiologia molecular dos agentes estdo provocando nitidas mudancas neste
cenario. Estudos tém demonstrado certa especificidade por hospedeiros para
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isolados de Giardia e Cryptosporidium por meio da caracterizagcdo molecular, que
sugere que animais silvestres podem albergar tanto espécies zoonoticas, quanto
genotipos espécie-especificos dos parasitas (HEITMAN et al., 2002; ZHOU et al.,
2004; APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005; XIAO; FAYER, 2008).

No contexto zoonético, a influéncia antrépica no ambiente tem sido
constantemente citada como um potencial fator de transmissdo cruzada de
patégenos entre animais silvestres, domésticos e o proprio homem; e um manejo
inadequado destas e outras enfermidades poderia resultar em desconhecimento de
guais sdo 0s animais reservatorios e de todos os fatores envolvidos no ciclo

epidemiolégico dos patdgenos potencialmente zoondticos (GRACZYK, 2002).

Apesar da abundante literatura a respeito da ocorréncia e caracterizacao
molecular dos referidos protozoarios em hospedeiros humanos e em animais
domésticos, pouco se sabe sobre o papel da fauna silvestre na manutencdo e
disseminacdo de tais agentes (APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005;
THOMPSON; LYMBERY; SMITH, 2010). Ainda mais escassas sdo as pesquisas
guanto aos aspectos ecologicos capazes de influenciar a infec¢cdo, como diferentes
habitats e condicdes ambientais, caracteristicas do ambiente cativo, hébitos
alimentares e comportamentais de espécies hospedeiras e, sobretudo, quanto a
aspectos decorrentes da ténue interface observada atualmente entre humanos,
animais domésticos e espécies silvestres. Deste modo, estudos epidemiolégicos
com uma perspectiva ecolégica poderiam contribuir no esclarecimento dos
mecanismos por meio dos quais 0s parasitas ocorrem em determinados ecossitemas
(ZIEGLER et al., 2007b; FENG, 2010).

A caréncia de informacdes sobre o envolvimento de espécies silvestres na
transmissdo das protozooses giardiose e criptosporidiose, assim como a crescente
demanda de pesquisas na area de medicina da conservacdo, justificam a
necessidade da investigacdo cientifica a respeito das relagbes parasitarias entre
estes protozoarios, hospedeiros humanos, animais domésticos e a fauna

neotropical.
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2 OBJETIVOS

A

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter informacdes de natureza epidemiolégica por meio da identificacdo e
caracterizagdo molecular de isolados de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

procedentes de amostras fecais de mamiferos neotropicais in situ e ex situ.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar a ocorréncia de Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em diferentes

populacdes de mamiferos neotropicais;

v' Efetuar a caracterizacdo molecular dos protozoarios isolados de amostras

fecais de mamiferos silvestres e verificar suas relacdes filogenéticas;

v Avaliar, por meio da caracterizagdo molecular, o potencial zoonético dos

isolados destes enteroparasitas encontrados em animais da mastofauna;

v Verificar relacdes entre variaveis como espécie hospedeira, habitat, guilda
trofica, utilizacdo espacial do ambiente, caracteristicas do ambiente cativo e
interface com humanos e espécies domésticas para a ocorréncia dos

referidos protozoéarios;

v' Produzir informacdes capazes de contribuir para a promo¢do da salde
publica, animal e ambiental e promover subsidio técnico-cientifico para
motivacdo e desenvolvimento de futuros projetos nesta mesma linha de

pesquisa.
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3 REVISAO DE LITERATURA d

3.1 DIVERSIDADE DA MASTOFAUNA BRASILEIRA

O Brasil, como pais megadiverso, abriga cerca de 680 espécies nativas de
mamiferos silvestres, numero este que deve aumentar nas mesmas propor¢cdes com
as quais se desenvolvem as metodologias para pesquisas e inventarios faunisticos
(REIS et al., 2011).

De acordo com Reis, Peracchi e Santos (2008) e Reis et al. (2011), estas
espécies estdo distribuidas em 12 diferentes ordens, sendo elas: Didelphimorphia
(cuicas e gambas; 55 espécies), Sirenia (peixe-boi; duas espécies), Cingulata
(tatus; 11 espécies), Pilosa (tamanduas e preguicas; oito espécies), Primates
(macacos; 111 espécies), Lagomorpha (coelhos e lebres; somente uma espécie
nativa), Chiroptera (morcegos; 172 espécies), Carnivora (canideos, como cachorro-
do-mato, lobo-guard, raposa-do-campo; felideos, como onga, jaguatirica e gato-do-
mato; procionideos, como quati e mao-pelada; mustelideos, como furdo, lontra, irara;
totalizando 28 espécies), Perissodactyla (anta; uma espécie), Artiodactyla (cateto,
gueixada e veados; 13 espécies), Cetacea (baleias e golfinhos; 42 espécies) e
Rodentia (ratos, cutia, pred, capivara, paca; a mais abundante, com 243 espécies).

Tais ordens ocorrem de forma heterogénea em diferentes ambientes e
biomas no territorio nacional. De acordo com dados do Ministério do Meio Ambiente
(BRASIL, 2010), Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Amazoénia, Caatinga e Campos
Sulinos compreendem os seis biomas terrestres brasileiros (Figura 1), e estdo na
Amazébnia e na Mata Atlantica as maiores diversidades de espécies da mastofauna
(311 e 250 espécies, respectivamente) (REIS et al, 2011). A Amazbnia
corresponde, ainda, ao bioma que apresenta maior taxa relativa de endemismos
(55,9%). O Cerrado é o terceiro bioma em nimero de espécies (195), seguido pela
Caatinga (148), Pantanal (132) e Campos Sulinos (102) (REIS et al., 2011).
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- Amazonia
B ceatinga

Cerrado

Mata Atlantica

ﬁ Campos Sulinos
- Pantanal

Figural—  Distribuicdo geografica dos biomas
terrestres brasileiros no territério
nacional segundo o Ministério do Meio

Fonte: Adaptado de Brasil (2010)
Ambiente —S3do Paulo - 2011

A diversidade de espécies de mamiferos silvestres e a abundancia de
diferentes paisagens no territério nacional possibilitam a ocorréncia de uma grande
variedade de habitos alimentares, comportamentais e estratégias de uso do habitat
caracteristicos a cada espécie da fauna. Isto é resultante de uma gama de atributos
ambientais, bidticos e abioticos, que tendem a favorecer a sobrevivéncia de dada
espécie no meio (REIS; PERACCHI; SANTOS, 2008; REIS et al., 2011), bem como
sao capazes de influenciar direta ou indiretamente no aparecimento, manutencao e

adaptacao de patdégenos no ecossistema (PAVLOVSKY, 1966).

3.2 ZOONOSES E ANIMAIS SILVESTRES: MEDICINA DA CONSERVACAO

Como doencas ou infeccfes naturalmente transmissiveis entre animais
vertebrados e o homem, as zoonoses podem estar associadas ao ambiente
silvestre, rural ou urbano, envolvendo ampla variedade de mecanismos de

transmisséo e disseminacao de patégenos (MARVULO, 2007).

Diferentes abordagens acerca das inter-relacdes entre humanos, animais
domeésticos e a fauna silvestre corroboram com a hipotese de que a influéncia

antropica corresponde a um importante fator para a transmissdo de diferentes
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patdgenos entre hospedeiros na atualidade, influenciando de uma forma geral a
saude humana e animal, bem como a saude ambiental (TABOR, 2002; MANGINI;
SILVA, 2007).

Neste contexto, uma serie de mecanismos poderia justificar a disseminacao
de agentes patogénicos em determinadas populacdes, sendo a perda do habitat
natural (para a monocultura, fragmentacdo ou pecuaria) e o estreitamento da
interface entre hospedeiros humanos, animais domeésticos e silvestres 0os mais
relevantes (DASZAK; CUNNINGHAM, 2002; EPSTEIN, 2002).

Na medicina de animais silvestres, sabe-se que o ambiente cativo, por uma
série de quesitos, propicia a transmissdo de agentes patogénicos entre individuos,
sendo o0 estresse causado pela manutencdo em cativeiro considerado o mais
relevante fator para tal condicdo, especialmente por provocar expressiva
imunossupressao (MARVULO, 2007).

Em paralelo, alteracdes de origem antrOpica no ambiente natural poderiam,
da mesma forma, provocar estresse e imunossupressdo em espécies de vida livre,
assim como propiciar a adaptacdo de patdgenos a diferentes situacbes e
organismos hospedeiros (DASZAK; CUNNINGHAM, 2002; MANGINI; SILVA, 2007),
e um manejo inadequado desta realidade poderia resultar no desconhecimento dos
fatores envolvidos no ciclo epidemiologico dos patdgenos zoondéticos (GRACZYK,
2002).

O desenvolvimento de estudos na area de medicina da conservacdo
demonstra a importancia de avaliar a dinamica das zoonoses por uma perspectiva
ecoldgica, frente a caracteristicas fisicas e biolégicas do ambiente, dos hospedeiros
envolvidos, bem como do agente etioldgico (PAVLOVSKY, 1966; MANGINI; SILVA,
2007; THOMPSON; LYMBERY; SMITH, 2010).
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3.3 PROTOZOARIOS COSMOPOLITAS: Giardia E Cryptosporidium

Giardia e Cryptosporidium sdo protozoarios predominantemente
gastroentéricos, de distribuicAo cosmopolita, capazes de acometer humanos,
animais domésticos e copioso numero de espécies silvestres, dentre mamiferos,
aves, répteis, anfibios e peixes (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b; FAYER; SANTIN;
MACARISIN, 2010; RYAN, 2010).

O género Giardia pertence ao Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora,
Classe Zoomastigophora, Ordem Diplomonadida e compreende o principal grupo de
parasitas da Familia Hexamitidae (THOMPSON, 1994; SAMUEL; PYBUS; KOCAN,
2001; OLSON; OLSON; WALLIS, 2002).

O protozoario foi descrito pela primeira vez em 1681, pelo cientista holandés
Anton Van Leeuwenhoek, ao examinar suas proprias fezes diarréicas em um
simples aparelho de aumento por ele proprio criado. Em 1859, Wilhelm Duszan
Lambl observou o protozoario em fezes diarréicas de criancas e novamente o
descreveu, denominando-o Cercomonas intestinalis. Somente em 1882, o género
Giardia foi cunhado, em homenagem ao bidlogo francés Alfred Giard (SAMUEL;
PYBUS; KOCAN, 2001; OLSON; OLSON; WALLIS, 2002).

As espécies de Giardia foram tradicionalmente denominadas com base na
especificidade pelo hospedeiro (como G. canis parasitando caes, G. cati em gatos,
G. bovis em bovinos) e, desta forma, numerosas espécies do protozoario foram
relatadas ao longo dos anos. Em 1952, foi proposta e aceita uma diferenciagdo das
espécies de Giardia conforme a morfologia de seus trofozoitos (principalmente
relacionada ao formato de estruturas microtubulares centrais, os corpos medianos)
(THOMPSON, 1994; SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001).

Desta forma, o género foi dividido em trés grupos principais: 1) Giardia agilis,
parasita de anfibios cujo trofozoito € de formato alongado, medindo de 20-30um de
comprimento por 4-5um de largura, com corpos medianos estreitos e longos; 2)
Giardia muris, parasita de roedores, possivelmente de algumas aves, répteis e

outros mamiferos, no qual o trofozoito tem um formato arredondado (9-12um de
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comprimento por 5-7um de largura), assim como seus pequenos corpos medianos; e
3) Giardia duodenalis (sinonimia: G. intestinalis, G. lamblia e G. enterica), parasita
de uma ampla variedade de mamiferos silvestres e domésticos, incluindo o homem
e possivelmente aves e répteis, e cujo trofozoito tem o formato de péra, medindo de
11-16pum de comprimento por 5-9um de largura, com corpos medianos transversais
ao maior eixo do trofozoito. Neste udltimo grupo, alvo de numerosos estudos
recentes, concentrou-se 0 maior nimero das espécies anteriormente descritas
(FEELY; ERLANDSEN, 1985; KASPRZAK; PAWLOWSKI, 1989; ADAM, 1991,
SAMUEL,; PYBUS; KOCAN, 2001).

O uso da microscopia eletrénica permitiu a deteccdo de outras caracteristicas
estruturais distinguiveis morfologicamente, proporcionando a descricdo de: 4)
Giardia psittaci, parasita de aves, especialmente periquitos-australianos
Melopsittacus undulatus, cuja morfologia se assemelha a G. duodenalis, exceto pela
auséncia da margem anterolateral do disco suctorial ventral; 5) Giardia ardea,
parasita de aves, especialmente garca-azul-grande Ardea herodias, com corpos
medianos longitudinais ao maior eixo do trofozoito e um flagelo caudal rudimentar; e
6) Giardia microti, espécie proposta para os roedores cujos cistos apresentam dois
trofozoitos inteiramente formados e na qual a avaliagdo molecular demonstrou
caracteristicas diferencas de G. duodenalis (ERLANDSEN; BEMRICK, 1987; FEELY,
1988; ERLANDSEN et al, 1990; SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; OLSON;
OLSON; WALLIS, 2002).

A principio, considerava-se 0 protozoario como um micro-organismo
comensal do intestino delgado. Somente apds a segunda metade do altimo século é
gue se notou sua importancia clinica, sendo o género Giardia entdo reconhecido
como um importante patégeno cosmopolita (OLSON; OLSON; WALLIS, 2002).

Atualmente, a expressiva maioria dos pesquisadores considera a existéncia
de seis espécies do género Giardia: G. agilis, G. ardeae, G. psittaci, G. duodenalis,
G. microti e G. muris (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; OLSON; OLSON; WALLIS,
2002; ORTEGA-PIERRES et al.,, 2009b; FENG; XIAO, 2011). Todavia, existem
relatos de uma espécie descrita unicamente em lagartos, Giardia varani, bem como
se espera que peixes possuam espécie(s) exclusiva(s) para este grupo (FENG;
XIAO, 2011).



Revisdo dg leiteratura 33

Espécies do género Cryptosporidium sao classificadas taxonomicamente
como pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Coccidia, Subclasse Coccidiasina,
Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina e como Unicos representantes da
Familia Cryptosporidiidae. Estudos moleculares recentes sugerem que 0 organismo
estd mais intimamente relacionado a subclasse Gregarinia, parasitas de
invertebrados, do que aos coccidios verdadeiros, de vertebrados (HIJJAWI et al.,
2002; FAYER; XIAO, 2008; LINDSAY; BLAGBURN, 2008).

Relatado pela primeira vez em 1907, pelo médico norte-americano e
parasitologista Ernest Edward Tyzzer (1875-1965), o protozoario foi encontrado em
glandulas gastricas de camundongos de laboratério Mus musculus e
detalhadamente descrito quanto as fases assexuada e sexuada de seu ciclo
biolégico (FAYER; XIAO, 2008). Seus aspectos morfolégicos eram bastante
semelhantes aos apresentados por J. Jackson Clarke, médico consagrado por seus
estudos em neoplasia, em organismos também encontrados em glandulas gastricas
de camundongos, muitos anos antes. O género recebeu o nome de Cryptosporidium
em 1910, quando Tyzzer o classificou como um esporozodario, fez alusao a possiveis
mecanismos de autoinfeccdo no hospedeiro e sugeriu a denominacdo da espécie
descrita como Cryptosporidium muris (TYZZER, 1910; FAYER; XIAO, 2008). Em
1912, Tyzzer propbs uma nova espécie, Cryptosporidium parvum, cujos oocistos
eram menores e a reproducédo se dava somente no intestino delgado de diferentes
espécies hospedeiras, como camundongos, ratos e coelhos. A primeira descricdo
em aves foi em 1929, pelo mesmo pesquisador, ao ilustrar diferentes estagios
reprodutivos do protozoario no epitélio cecal de galinhas domeésticas Gallus gallus
(SRETER; VARGA, 2000; FAYER; XIAO, 2008).

Apés anos sem avan¢os nos estudos do protozoario em decorréncia da sua
entdo considerada irrelevante importancia clinica e econdmica, em 1955,
Cryptosporidium foi relatado como responsavel por ocasionar doenca e Obito em
perus Meleagris gallopavo e, posteriormente, como agente causador de graves
quadros de diarréia em bovinos Bos taurus (LINDSAY; BLAGBURN, 2008). Em
humanos, foi mencionado pela primeira vez em 1976. Entretanto, a importancia
clinica e epidemioldgica da criptosporidiose despontou somente anos depois, em

meados de 1980, com a identificacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o
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reconhecimento da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), cuja patogenia
remete a imunossupressao e 6bito comumente associado a enfermidades como a
criptosporidiose. A partir de entdo, Cryptosporidium spp. tem sido relatado em
crescente numero de espécies hospedeiras, ora como responsavel por infeccdo
auto-limitante, ora como organismo altamente patogénico (XIAO et al., 2000b;
FAYER; XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Atualmente, € reconhecida a ocorréncia de aproximadamente 20 diferentes
espécies e mais de 40 gendtipos distintos de Cryptosporidium, dentre os quais €
possivel observar uma série de divergéncias quanto a especificidade por
hospedeiros, sitio de replicagdo primaria, morfologia, prevaléncia e patogenicidade
(ORTEGA-PIERRES et al., 2009b; FAYER, 2010).

3.3.1 Ciclos bioldgicos

Giardia possui um ciclo biolégico direto e bastante simples. Assim como
Cryptosporidium, seu ciclo € monoxeno, ou seja, completa-se em um Unico
hospedeiro. Como doenca de transmisséo fecal-oral, a série de eventos se inicia
com a infeccdo do hospedeiro suscetivel pela ingestdo de cistos, principalmente por
meio de alimentos ou agua contaminados. Apds exposicdo a acidez estomacal e
acao de enzimas digestivas, ocorre fragilizacdo da parede do cisto e consequente
ruptura (processo de excistamento), liberando seu conteddo que rapidamente se
diferencia em dois trofozoitos. Estes se multiplicam por divisdo binaria (forma
assexuada de reproducado) e colonizam a mucosa do intestino delgado proximal, na
gual podem permanecer aderidos ao epitélio por meio do disco suctorial ventral. Em
condicdes favoraveis, os trofozoitos iniciam o processo de encistamento, geralmente
na por¢cdo proximal do intestino grosso. Os cistos formados sdo entdo eliminados
nas fezes do hospedeiro, podendo permanecer viaveis no ambiente por mais de dois
meses, sob apropriadas condicbes de temperatura e umidade (SAMUEL; PYBUS;
KOCAN, 2001; OLSON; OLSON; WALLIS, 2002; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).
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Detalhes do ciclo bioldgico de Giardia e os aspectos morfolégicos dos cistos e

trofozoitos podem ser visualizados na figura 2.

Ingestdo de cistos
presentes na dgua,

alimentos ou fémites
contaminades

MULTIPLICACAO
POR DIVISAO
BINARTA

Eliminagio de cistos e
trofozoitos nas fezes

Trofozoitos permanecem livres
ouaderem & mucosa intestinal
pelo disco suctorial venfral

llustragdo: Renata Carolina Fernandes Santos

Fonte: llustragdo de Renata Carolina Fernandes Santos (2010), adaptada de Olson, Olson e Wallis (2002) e Laboratory Identification of
Parasites of Public Health Concern (DPDx, 2010), Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

Figura 2 — Ciclo bioldgico de Giardia spp. — Sdo Paulo — 2010

O ciclo biolégico de Cryptosporidium € expressivamente mais complexo,
apresentando duas fases bastante distintas entre si; uma fase assexuada
(esquizogonia) e uma fase sexuada (singamia). Da-se inicio ao ciclo com a ingestao
do oocisto (forma infectante) pelo hospedeiro suscetivel. O oocisto ingerido sofre
rompimento (excistamento) e libera quatro esporozoitos. Os esporozoitos sao
carreados até a luz intestinal, onde, em contato com a superficie do epitélio, sédo
englobados pelas microvilosidades, formando um vacuolo parasitéforo. Em seguida,
diferenciam-se em trofozoitos, dando inicio ao processo de reprodugdo assexuada.
S&o formados os merontes (ou esquizontes) de primeira geracdo, com oito

merozoitos cada quando maduros. Os merozoitos liberados podem sofrer
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desenvolvimento ciclico e dar origem a novos merontes de primeira geracdo, ou
prossequir o ciclo, originando merontes de segunda geracédo, com quatro merozoitos
cada. Cryptosporidium baileyi apresenta, ainda, uma terceira geracdo de merontes,
com oito merozoitos. Os merozoitos de segunda ou terceira geracdo Sao
responsaveis pelo inicio da fase sexuada do ciclo biolégico, diferenciando-se em
microgametdécitos e macrogametdécitos, que formam microgametas e macrogametas,
respectivamente. Ocorre entdo a fertilizacdo e origina-se o zigoto, que ird se
diferenciar em dois possiveis tipos de oocisto: oocisto de parede fina, que se
mantém no organismo hospedeiro, sofre excistamento e é responsavel pela auto-
infeccdo (20%), e o oocisto de parede espessa (80%), que sera eliminado nas fezes
ou, menos frequentemente, nas secrec¢des respiratérias (Qquando a infeccdo ocorre
por inalacdo). Este tipo de oocisto, eliminado ja na forma infectante, é altamente
resistente em condicbes ambientais e podera ser transmitido para um proximo
hospedeiro por meio de agua, alimentos ou fébmites contaminados, dando inicio a um
novo ciclo. A transmissdo €, portanto, predominantemente fecal-oral, sendo a
veiculacdo hidrica a principal via (DUBEY; SPEER; FAYER, 1990; SAMUEL;
PYBUS; KOCAN, 2001; FAYER; XIAO, 2008; LINDSAY; BLAGBURN, 2008).

E importante ressaltar que o oocisto de Cryptosporidium ndo necessita do
contato com enzimas digestivas ou sais biliares para que ocorra 0 excistamento,
sendo este processo também decorrente da presenca de receptores especificos no
organismo do hospedeiro. Portanto, o coccidio pode completar seu ciclo em sitios
extraintestinais, como no epitélio pulmonar, quando a infeccdo do hospedeiro ocorre
por inalacdo de oocistos em suspenséo (via menos comum) (FAYER; XIAO, 2008).
Todavia, a presenca de sais biliares e tripsina aumenta a porcentagem de
excistamento (HIJJAWI et al., 2004; HIJJAWI et al., 2010).

Detalhes do ciclo biolégico de Cryptosporidium e os aspectos morfolégicos

dos estagios evolutivos podem ser visualizados na figura 3.
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Figura 3 - Ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp. — Sdo Paulo — 2010

3.3.2 Aspectos clinicos e anatomopatolégicos da infeccdo em mamiferos

Assim como em outras enfermidades de natureza infecciosa, as
manifestacbes clinicas tanto da giardiose quanto da criptosporidiose estdo

intimamente relacionadas ao estado imune do hospedeiro, patogenicidade da
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espécie infectante e concentracdo do agente no organismo. Individuos jovens e
imunossuprimidos sdo sabidamente mais suscetiveis as doencas, que ocorrem com
maior severidade e cujos periodos de duracdo das manifestacdes clinicas sdo mais
extensos (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; OLSON; OLSON; WALLIS, 2002;
CHALMERS; DAVIES, 2010; FENG; XIAO, 2011). Em hospedeiros
imunocompetentes, as protozooses geralmente se manifestam como gastroenterites
agudas e de natureza auto-limitante, podendo inclusive ocorrer infeccao
assintomética, sendo esta bastante comum em espécies silvestres (SAMUEL;
PYBUS; KOCAN, 2001; FAYER; XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

A patogenia das referidas parasitoses, como processo de eventos desde a
ingestao (via mais comum) do cisto/oocisto até a expressdo morfofisiolégica da
doenca, é principalmente decorrente da lise de células epiteliais do trato
gastrointestinal do hospedeiro. A fisiopatologia envolve atrofia de vilosidades,
apoptose de células do epitélio e diminuicdo ou destruicdo dos microvilos das
células epiteliais do intestino, aumentando a permeabilidade intestinal e provocando
ma-absorcdo de eletrdlitos e nutrientes. O resultado € a manifestacdo clinica das
doencas, cujo principal sinal é a diarréia intermitente, predominantemente liquida e
profusa, e consequente desidratacdo. Dor e distensdo abdominal, vomito, ma
absorcéo, febre baixa, apatia, letargia, inapeténcia, perda progressiva de peso e
anorexia sao outras importantes manifestacdes clinicas das doencas (OLSON;
OLSON; WALLIS, 2002; HUANG; WHITE, 2006; FAYER; XIAO, 2008; ORTEGA-
PIERRES et al., 2009b; CHALMERS; DAVIES, 2010).

Em casos mais severos de criptosporidiose, pode ocorrer enterite, colite,
cistite, hepatite, pancreatite e manifestacdes clinicas relacionadas a doenca
respiratdria, como sinusite e pneumonia (CHALMERS; DAVIES, 2010). Doencas
alérgicas e urticéria ja foram associadas a giardiose em humanos, equinos e aves e
alguns autores sugerem que casos de atopia podem ser relacionados a esta
protozoose (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; KOSKI, 2002).

Algumas espécies silvestres ou grupos sdo aparentemente mais sensiveis a
infeccdo pelos protozoarios, manifestando sinais clinicos mesmo quando em

individuos adultos e imunocompetentes. E o caso de chinchilas Chinchilla lanigera,



Revisdo dg leiteratura 39

hamsters Mesocricetus auratus e primatas nao-humanos (SAMUEL; PYBUS;
KOCAN, 2001).

De uma forma geral, achados anatomopatolégicos incluem hiperemia da
mucosa intestinal e emaciacdo. Edema da parede cecal pode ser observado na
criptosporidiose. Na giardiose, pode-se notar a presenca de exsudato inflamatorio
catarral no intestino delgado (enterite catarral), presenca de petéquias e de focos
necroticos em mucosa e, eventualmente em serosa do intestino (OLSON; OLSON;
WALLIS, 2002; FAYER; XIAO, 2008).

Descricdes acerca das alteracdes microscopicas decorrentes da infeccao por
Giardia ou Cryptosporidium envolvem atrofia das vilosidades intestinais em variados
graus, hiperplasia de células da cripta intestinal, presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear em lamina prépria, degeneracdo de enterécitos, diminuicdo do
comprimento das vilosidades intestinais e diminuicdo quantitativa de microvilos
(FAYER; XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

3.3.3 Epidemiologia molecular

Estudos relatam a ocorréncia de significativa variedade genética em
populacdes de Giardia duodenalis, caracterizando a espécie em sete grupos
distintos, também denominados assemblages ou genétipos. Os mesmos sao
classificados de A a G, sendo os grupos A e B ainda subdivididos em Al, All, Blll e
BIV. Apenas esses genotipos (A e B), isolados em diversas espécies de mamiferos
domésticos e silvestres, sdo detectados em humanos até o momento. Os gendtipos
C e D sao isolados principalmente de canideos domésticos e silvestres; o E €
considerado o mais prevalente em animais de producdo, sendo encontrado em
ruminantes domésticos e suinos. O gendtipo F somente foi isolado de gatos
domésticos, até o presente momento, assim como o G, encontrado apenas em
roedores (Quadro 1) (MONIS; THOMPSON, 2003; WIELINGA; THOMPSON, 2007;
CACCIO et al., 2008; FENG; XIAO, 2011). Alguns autores sugerem, ainda, a

ocorréncia do genatipo H, procedente de mamiferos marinhos (FENG; XIAO, 2011).
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Até o presente momento, apenas G. duodenalis gendtipos A e B
demonstraram ser potencialmente zoonéticos. A probabilidade de transmissdo dos
demais gendtipos e espécies do género Giardia para humanos ndo esta clara
(ORTEGA-PIERRES et al., 2009b; FENG; XIAO, 2011).

Giardia agilis Kunstler, 1882 Anfibios
Giardia ardea Noller, 1920 Aves
Giardia psittaci Erlandsen and Bemrick, 1987 Aves
Giardia microti Benson, 1908 Roedores
Giardia muris Benson, 1908 Roedores
Giardia duodenalis Davaine, 1875 Mamiferos

Homem e outros mamiferos
domésticos e silvestres
Homem, primatas ndo-humanos,
cdes, bovinos, equinos, roedores

Giardia duodenalis gendtipo A -

Giardia duodenalis gendtipo B -

Giardia duodenalis genétipos Ce D - Canideos
Giardia duodenalis gendtipo E - Ruminantes domésticos, suinos
Giardia duodenalis gendtipo F - Gatos domésticos
Giardia duodenalis gendtipo G - Roedores

Fonte: Adaptado de Ortega-Pierres et al.(2009) e Feng e Xiao (2011)

Quadro 1 — Espécies e gendtipos (assemblages) de Giardia spp., referéncias e seus respectivos hospedeiros suscetiveis —
Sdo Paulo - 2011

Para Cryptosporidium spp. sdo descritas atualmente mais de 20 espécies e
40 diferentes gendtipos (Quadro 2) (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b; FAYER,
2010). Com o decorrer dos anos, estudos demonstraram que é aparentemente
significativa a especificidade por hospedeiros por parte do coccidio, sendo possivel
notar caracteristica similaridade entre genoétipos descritos em animais de grupos
proximos, atributo mais evidente em mamiferos. E o caso dos gendtipos relatados
em canideos silvestres, bastante semelhantes a espécie Cryptosporidium canis, de
cées domésticos; e do gendtipo de cervideos e a espécie Cryptosporidium bovis, de
bovinos (ZHOU et al., 2004; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b). Contudo, espécies
como Cryptosporidium parvum demonstram caracteristicas contrarias a esta

suposicao, sendo capazes de infectar grande gama de hospedeiros e, deste modo,
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representando a espécie de maior preocupacao quanto a transmissao zoonotica do
protozodrio (DUBEY; SPEER; FAYER, 1990; FAYER; XIAO, 2008).

Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium
scophthalmi

Cryptosporidium hominis

Cryptosporidium
andersoni
Cryptosporidium
meleagridis

Cryptosporidium serpentis

Cryptosporidium canis

Cryptosporidium felis
Cryptosporidium baileyi
Cryptosporidium bovis
Cryptosporidium molnari
Cryptosporidium galli
Cryptosporidium muris
Cryptosporidium suis
Cryptosporidium varanii*
Cryptosporidium wrairi
Cryptosporidium fragile
Cryptosporidium fayeri

Cryptosporidium
macropodum

Cryptosporidium ryanae

Cryptosporidium cuniculus

Cryptosporidium nasoris

Cryptosporidium cichlidis

Cryptosporidium
reichenbachklinkei

Cryptosporidium pestis

Tyzzer, 1912

Alvarez-Pellitero et al.,
2004

Morgan-Ryan et al., 2002
Lindsay et al., 2000

Slavin, 1955

Brownstein et al., 1977;
Levine, 1980;
Tilley et al., 1990

Fayer et al., 2001
Iseki, 1979

Current et al., 1986

Fayer et al., 2005

Alvarez-Pellitero e
Sitja-Bobadilla, 2002
Pavlaseki, 1999; 2001;
Ryan et al., 2003

Tyzzer, 1910

Ryan et al., 2004

Pavlaseki et al., 1995;
Pavlaseki e Ryan, 2008

Vetterling et al., 1971

Jirku et al, 2008

Ryan et al., 2008

Power e Ryan, 2008

Fayer et al., 2008

Inman e Takeuchi, 1979

Hoover et al., 1981
Paperna e Vilenkin, 1996

Paperna e Vilenkin, 1996

Slapeta, 2006
Slapeta, 2011

45x45
4.4(37-5.0)x39(3.0-4.7)
5.2(4.4-59)x4.9 (4.4-5.4)
7.4(6.0-8.1)x5.5 (5.0 -6.5)

5.2 (4.5-6.0)x4.6 (4.2-5.3)

2.8x3.6

5.0(3.7-5.9)x4.7 (3.7 -5.9)
5.0x4.5

6.2(5.6-6.3)x4.6 (4.5-4.8)
4.9(48-54)x46(4.2-48)
4.7 (32-5.5)x45(3.0-5.0)

8.3(8.0-8.5)x6.3(6.2-6.4)
55x7,4

4.6(4.4-49)x42(4.0-43)
4.8(4.8-51)x4.7 (4.4-4.38)

5.4(4.8-5.6)x4.6(4.0-5.0)

. Homem, mamiferos
Intestino delgado o .
domeésticos e silvestres
Estdmago, Intestino R
Peixes
delgado
Homem, bovinos e outros

Intestino delgado ,
mamiferos

Abomaso, estdmago Bovinos, homem

Intestino delgado Aves, homem

Répteis (especialmente

Estdmago
serpentes)

Intestino delgado Canideos, homem

Intestino delgado Felideos, homem

Trato respiratorio,

bursa de Fabricius, Aves
cloaca
Intestino delgado Bovinos
Estdmago Peixes
Proventriculo Aves
Estdomago Roedores

Intestino delgado,
intestino grosso
Estdmago, Intestino

Suinos, bovinos, homem

Répteis (especialmente

delgado lagartos)
) Porquinho-da-india Cavia
Intestino delgado
porcellus
Estdmago Anfibios

Canguru-vermelho
- Macropus rufus e outros
marsupiais
Canguru-gigante
Macropus giganteus

Intestino delgado Bovinos

Coelho-europeu
- Oryctolagus cuniculus,
homem

- Peixes

- Peixes

- Peixes

Homem, bovinos e outros
mamiferos

*Sinonimia: C. saurophilum

Fonte: Adaptado de Fayer e Xiao (2008), Ortega-Pierres et al. (2009) e Fayer (2010)

Quadro 2 — Espécies de Cryptosporidium spp. descritas em literatura, respectivas referéncias, tamanho dos oocistos, sitio(s)
primario(s) de replicagdo e hospedeiros suscetiveis — Sdo Paulo - 2011
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S&o reconhecidas 12 espécies de Cryptosporidium cujos hospedeiros sao
mamiferos, sendo elas: C. andersoni, C. hominis, C. parvum, C. canis, C. felis, C.
wrairi, C. suis, C. muris, C. bovis e, mais recentemente, C. fayeri, C. ryanae e C.
macropodum (FAYER; SANTIN; TROUT, 2008; POWER; RYAN, 2008; RYAN:;
POWER; XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b; FAYER, 2010). Foi recém-
sugerida a classificacdo de Cryptosporidium parvum genoétipo bovino como uma
nova espécie: Cryptosporidium pestis; assim como a de um genaotipo semelhante ao
Cryptosporidium hominis como Cryptosporidium cuniculus, cujos hospedeiros seriam
coelhos Oryctolagus cuniculus e humanos (ROBINSON et al.,, 2010; SLAPETA,
2011).

A classificacdo taxondmica de Cryptosporidium spp. sofre constantes
adaptacdes ao longo dos anos em decorréncia da descoberta de singulares
caracteristicas genotipicas, o que corrobora com as frequentes descricdes de novas
espécies por todo o mundo. Entretanto, para que um novo gendtipo seja
reconhecido como uma nova espécie do coccidio, devem ser seguidas as normas
determinadas pelo International Code for Zoological Nomenclature (ICZN) e estudos
minuciosos quanto a aspectos biolégicos, informacdes acerca de infeccdes
experimentais e dados morfométricos, além dos genotipicos, sdo fundamentais
(FAYER; XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Assim sendo, considera-se que as espécies relatadas em humanos
compreendem: C. parvum, C. hominis, C. andersoni, C. canis, C. felis, C.
meleagridis, C. muris e C. suis, sendo C. parvum e C. hominis as mais comumente
descritas neste hospedeiro (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

3.3.4 Epizootiologia em mamiferos silvestres

Os valores encontrados na literatura para a ocorréncia dos referidos
protozoarios em mamiferos silvestres sdo bastante variaveis. Nao esta claro se esta
variacdo estd relacionada as espécies envolvidas, localizacdo geografica,

preferéncias alimentares, sazonalidade ou se seria um artefato decorrente das
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técnicas de amostragem e diagnéstico utilizadas (APPELBEE; THOMPSON;
OLSON, 2005). Autores sugerem gque, de uma forma geral, a infeccdo é mais
prevalente em paises subdesenvolvidos e que os periodos do ano nos quais a
ocorréncia é maior sdo veréo e outono (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Para infeccBes por Giardia spp. em espécies silvestres, nota-se que 0s
valores relatados flutuam entre menos de 1% a até 100%, sendo mais comum em
individuos mantidos em cativeiro, ambiente que, aparentemente, favorece a
disseminacdo do parasita (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001). O protozoario ja foi
descrito em marsupiais, roedores, primatas, ungulados, felideos, canideos, ursideos
e em mamiferos marinhos (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Em um estudo retrospectivo, realizado por Santos et al. (2008) no sul do
Brasil, foram colhidas ao longo de mais de 16 anos e avaliadas por meio de exames
coproparasitologicos de centrifugo-sedimentacdo 4838 amostras fecais oriundas de
animais silvestres mantidos em cativeiro. Obteve-se uma ocorréncia total de apenas
1,7% para Giardia spp., sendo a maioria (91,46%) proveniente de mamiferos,
representantes de 18 diferentes espécies. Animais da familia Felidae foram os que
apresentaram maior numero de resultados positivos para Giardia spp.,

demonstrando, isoladamente, uma ocorréncia de 3% (de um total de 994 amostras).

Ja em estudo realizado com 131 amostras fecais de 57 diferentes espécies de
mamiferos silvestres, obteve-se 29% de positividade para Giardia spp. A ocorréncia
foi considerada alta pelos autores. As amostras foram provenientes de animais
assintomaticos mantidos em um zool6gico na Croacia e o diagnéstico foi realizado
por meio de microscopia de fluorescéncia, seguida de PCR e sequenciamento
molecular. G. duodenalis assemblages A e C foram isolados em Artiodactyla, B em
Primates, Rodentia e Hyracoidea e os assemblages A, B, C e D, bem como Giardia
microti, em Carnivora (BECK et al., 2011).

Giardia duodenalis subgrupo Al (gendétipo zoondtico) ja foi isolado de animais
da mastofauna brasileira, como onca-pintada Panthera onca. Em cachorro-do-mato
Cerdocyon thous ja foram detectados os gendtipos C e D, predominantes dentre os

isolados de cdes domésticos. O mesmo estudo demonstrou a ocorréncia do
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gendtipo BIV em amostras de bugios Alouatta fusca e chinchilas Chinchila lanigera
(SOUZA, 2007; SOARES et al., 2011).

S&o comuns os relatos de giardiose em bugios, especialmente na espécie
Alouatta caraya. Autores sugerem que populacdes de vida livre desta espécie
poderiam servir como sentinelas da giardiose e, consequentemente, da salude do
ecossistema. Estudo realizado no norte da Argentina com 90 amostras de fezes de
bugio-preto Alouatta caraya demonstrou uma alta ocorréncia em animais de area
rural (67%), areas remotas da floresta nativa (57%) e areas proximas a vilarejos
(40%). A alta ocorréncia nesses locais sugere que a espécie pode ser um importante
reservatorio do protozoario (KOWALEWSKI et al., 2011).

Volotdo et al. (2008) descreveram a ocorréncia de Giardia spp. em 28 bugios
Alouatta clamitans mantidos em cativeiro no Brasil, sendo Giardia duodenalis
genotipo Al isolado em todos os animais para 0s quais obteve-se produtos de PCR
(16). Por se tratar de gendtipo zoondtico do parasita, tal espécie de primata
neotropical foi considerada pelos autores como um potencial reservatério do
protozoario, podendo representar risco de contaminacdo ambiental e,

consequentemente, a saude publica.

A ocorréncia de giardiose em carnivoros e em animais com habitos
coprofagicos é, também, relativamente comum, o que poderia ilustrar a possibilidade
de ocorrer infeccdo alimentar, assim como sustentar a hipétese de que a auto-
infeccdo € mais prevalente nestes animais (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001).

Quanto a infeccao por Cryptosporidium spp. em mamiferos silvestres, a
ocorréncia do coccidio €& geralmente baixa. Isto ocorre principalmente em
populacdes de vida livre, nas quais gira em torno de 1% a 8%, podendo atingir
valores inferiores a 1%. Em populacfes cativas, prevaléncias de até 74% ja foram
descritas (GRACENEA et al., 2002; FAYER; XIAO, 2008). Os relatos envolvem
mais de 150 diferentes espécies, sendo que animais pertencentes as 12 ordens da
classe Mammalia (Didelphimorphia, Sirenia, Cingulata, Pilosa, Primates,
Lagomorpha, Chiroptera, Carnivora, Perissodactyla, Artiodactyla, Cetacea, Rodentia)
de ocorréncia nacional ja foram descritos como hospedeiros (FAYER, 2010). A carga
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parasitaria tende a ser menor em mamiferos silvestres, quando comparada a
infeccdo em mamiferos domésticos (FAYER; XIAO, 2008).

A criptosporidiose em mamiferos silvestres esta, na maioria dos casos,
relacionada a infec¢do por C. parvum ou genétipos bastante similares. C. parvum ja
foi descrito em espécies das ordens Artiodactyla, Perissodactyla, Rodentia,
Didelphimorphia, Chiroptera e Primates (DUBEY; SPEER; FAYER, 1990; SAMUEL,;
PYBUS; KOCAN, 2001; FAYER; XIAO, 2008; NG et al., 2011). Primatas brasileiros,
como sagui-do-tufo-branco Callithrix jacchus, macaco-aranha Ateles belzebuth e
mico-de-cheiro Saimiri sciureus ja foram relatados como hospedeiros (KINDLOVITS;
KINDLOVITS, 2009). Cervideos sao aparentemente bastante suscetiveis as
infeccdes por C. parvum e altas taxas de mortalidade e morbidade podem ocorrer
(SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001).

Em estudo desenvolvido com 471 amostras fecais de mamiferos selvagens,
incluindo roedores, procionideos, mustelideos e canideos capturados em Maryland,
Estados Unidos, encontrou-se uma prevaléncia de 8% para Cryptosporidium, sendo
a maioria destes pertencentes a genaotipos especificos a cada espécie hospedeira. A
Unica espécie encontrada que ja teve descricdo em humanos foi C. canis, detectado

em um unico canideo (ZHOU et al., 2004).

Em roedores silvestres a ocorréncia de Cryptosporidium varia entre 5 a 39,2%
e, além de gendtipos especificos para o taxon, ja foram descritos C. muris, C.
meleagridis e C. parvum (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b). No Brasil, em estudo
realizado com 145 amostras de fezes de capivaras Hydrochoerus hydrochaeris de
vida livre, no estado de S&o Paulo, obteve-se 5,52% de positividade para o
protozoario, sendo a espécie zoonoética C. parvum isolada em todos os casos
(MEIRELES et al., 2007).

Um recente estudo desenvolvido com 445 amostras de fezes de elefantes
Loxodonta africana, bufalos Syncerus caffer e impalas Aepyceros melampus no
Kruger National Park, Africa do Sul, demonstrou maior prevaléncia para oocistos de
Cryptosporidium em animais que habitam areas adjacentes ao parque, proximas a
propriedades rurais, quando em comparacdo aos animais de uma area central do

parque (ABU SAMRA et al., 2011). Tais resultados poderiam sustentar a hipotese de
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gue a criptosporidiose em animais selvagens estad intimamente relacionada a
ambientes antropizados (APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005; ABU SAMRA et
al., 2011).

Quanto as possiveis influéncias do ambiente na ocorréncia, disseminacao e
manutencdo dos protozoarios, estudos sugerem que o ambiente cativo propicia a
transmissdo cruzada de Cryptosporidium entre diferentes espécies hospedeiras
(FENG, 2010). Uma pesquisa desenvolvida ao longo de um ano em um parque
zoolégico de Barcelona atribuiu a disseminacdo de Cryptosporidium a estrutura
fisica de recintos, sugerindo que a transmissao primaria da protozoose em cativeiro
se da em decorréncia de individuos com infec¢ao crénica, que mantém o protozoario
no ambiente e provocam sucessivas reinfecgcdes em outros animais (GRACENEA et
al., 2002).

Por outro lado, sabe-se que a contaminacdo ambiental com material fecal de
humanos e animais domésticos € reconhecida como uma potencial via de
transmissdo para animais silvestres, colocando em risco, do mesmo modo,
populacdes in situ (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; APPELBEE; THOMPSON;
OLSON, 2005; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

3.3.5 Diagnéstico

O diagnostico da infeccdo por Giardia e/ou Cryptosporidium em amostras
clinicas pode ser realizado por uma grande variedade de métodos. Dentre os
principios basicos, estao: a) a deteccao de resistentes formas infectantes eliminadas
nas fezes do individuo parasitado, os cistos e oocistos; b) a deteccdo de outros
estagios parasitarios dos agentes, como trofozoitos (Giardia), merontes e
gametdcitos (Cryptosporidium), em cortes histolégicos do hospedeiro; ¢) a deteccao
de caracteristicas antigénicas do parasita, por meio de técnicas sorolégicas; ou d)
extracdo e amplificacdo de determinados fragmentos de DNA dos protozoarios, por
meio de técnicas moleculares (FISCHER et al., 1998; DRYDEN; PAYNE; SMITH,
2006; EL-NAGGAR et al., 2006; FAYER; XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al.,
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2009b). Para tanto, podem ser avaliadas amostras de fezes ou de outros substratos
biolégicos, como soro, plasma, tecidos, aspirado duodenal, bile, saliva e secre¢cdes
respiratdrias. Todavia, os métodos diretos de diagndstico utilizando amostras fecais
sdo os mais amplamente utilizados (DRYDEN; PAYNE; SMITH, 2006; FAYER;
XIAO, 2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Para o diagndstico coproparasitologico dos referidos agentes, técnicas como
centrifugo-flutuacdo em solugéo hipersaturada de sacarose (densidade especifica de
1,205g/cm?) e outras técnicas de flutuacdo, como em solucao de sulfato de zinco a
33% (densidade especifica de 1,18g/cm3), sdo as mais indicadas, demonstrando
maior sensibilidade analitica (GARDINER; FAYER; DUBEY, 1988; SRETER,;
VARGA, 2000; SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; FAYER; XIAO, 2008). Segundo
McNabb, Hensel e Welch (1985); Santos (1999) e Bowman (2010), técnicas de
sedimentagdo, como Hoffmann, Pons e Janer e centrifugo-sedimentacdo com
formol-éter (ou método de Ritchie) também podem ser utilizadas. A microscopia de
contraste de fase representa um importante método para a visualizacdo de oocistos,
sendo outra interessante ferramenta (SRETER; VARGA, 2000).

Técnicas de coloragdo especifica sdo largamente aplicadas no diagndstico
microscoépico de protozoarios. Para a deteccao de oocistos de Cryptosporidium séo
mais comuns as técnicas de Kinyoun, Ziehl-Nielsen, Giemsa, safranina azul de
metileno e suas variaveis, capazes de diferenciar estruturas alcool-acido resistentes,
assim como as coloragdes negativas, como por verde-malaquita (GARCIA et al.,
1983; MA; SOAVE, 1983; CASEMORE, 1991; EL NAGGAR et al., 1999; FAYER,;
XIAO, 2008; TULI et al., 2010). As solucdes de iodo, como lugol, sdo amplamente
indicadas para a coloracdo de cistos de Giardia. As coloracbes permanentes sao
utilizadas para a identificacado de trofozoitos e, ocasionalmente, de cistos, sendo as
mais utilizadas a hematoxilina férrica e a coloracdo tricromica (BAKER,;
STROMBECK; GERSHWIN, 1987; SHETTY; PRABHU, 1988; EL-NAGGAR et al.,
2006; BADPARVA et al., 2009).

Técnicas imunolégicas sao rotineiramente utilizadas na deteccdo de
coproantigenos de Cryptosporidium e/ou Giardia e envolvem métodos de
imunofluorescéncia direta, testes imunoenzimaticos (pelas técnicas de ELISA -
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (ROSENBLATT; SLOAN, 1993; WEITZEL
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et al., 2006; RIMHANEN-FINNE et al., 2007), imunocromatografia (TZANETOU et
al., 2003; PAPINI; CARDINI, 2006) e separacdao imunomagnética (COKLIN et al.,
2011). A imunofluorescéncia direta com anticorpos monoclonais marcados com
isotiocianato de fluoresceina consiste em uma das técnicas imunoldgicas mais
largamente utilizadas, inclusive para amostras provenientes de animais silvestres
(SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Contudo, métodos imunologicos de diagndstico apresentam maior custo
guando comparados as técnicas de microscopia, além de ndo oferecerem relevantes
vantagens quanto as propriedades de sensibilidade e especificidade (GARCIA;
SHIMIZU, 1997).

O emprego da analise molecular, em particular de métodos baseados na
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), como Nested PCR, RFLP-PCR (Random
Fragment Length Polymorphism), PCR em tempo real, PCR transcriptase reversa
(RT-PCR), multiplex PCR, além da utilizagdo de mini e microssatélites e da
subsequente tipificacdo multilocus de sequéncias génicas, oferece uma série de
beneficios quando comparado aos demais métodos diagndsticos; sobretudo por
permitir a caracterizacdo molecular e consequente identificacdo dos agentes
etioldgicos em espécies e genotipos (WIELINGA; THOMPSON, 2007; FAYER; XIAO,
2008; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b). Isto torna as técnicas moleculares
fundamentais para o entendimento de processos epidemiol6gicos (ZHOU et al.,
2004; APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005).

Os genes empregados na amplificacdo molecular de isolados de
Cryptosporidium spp. compreendem: gene codificador da menor subunidade do
acido nucléico ribossomal (SSU rDNA ou 18S rDNA) (JOHNSON et al., 1990; XIAO
et al., 1999), e genes capazes de demonstrar maior polimorfismo entre diferentes
espécies, como glicoproteina 60 (GP60) (ABE et al., 2006), actina (SULAIMAN; LAL;
XIAO, 2002), proteinas de choque térmico (HSP70) (KHRAMTSOQV et al., 1995) e
proteinas da parede do oocisto (COWP) (XIAO et al., 2000a). A amplificacdo do
gene SSU rDNA corresponde a mais indicada quando ndo se sabe que espécies de
Cryptosporidium podem estar envolvidas na infeccdo (FAYER; XIAO, 2008;
ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).
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Técnicas de PCR utilizadas na deteccdo de isolados de Giardia spp. séo
baseadas na natureza polimérfica das sequéncias de DNA dos genes da menor
subunidade do DNA ribossomal (SSU rDNA) (CACCIO et al., 2008) e codificadores
da glutamato desidrogenase (GDH) (MONIS, 1996), fator de elongacao la (ef1a)
(WIELINGA; THOMPSON, 2007), triosefosfato isomerase (TFI) (MONIS et al., 1999)
e B-giardina (LALLE et al., 2005). Segundo Wielinga e Thompson (2007), o gene
SSU rDNA nao é indicado para inferéncias filogenéticas devido a seu reduzido
polimorfismo e consequente baixa especificidade para genotipagem.

Em decorréncia da riqueza de inibidores da PCR encontrados nas fezes,
protocolos de purificagdo realizados previamente a extragdo de DNA, assim como
adequadas técnicas de extracdo, contribuem para a maior sensibilidade da reacéo
(FAYER; XIAO, 2008).

Considerando os atributos diagnésticos de todas as técnicas disponiveis
atualmente, a abordagem polifasica baseada na utilizacdo paralela de diferentes
métodos compreende a melhor estratégia. Técnicas microscépicas permanecem
como as mais indicadas para o diagnostico a priori, devendo ser complementadas
por métodos moleculares, que além de aumentarem consideravelmente a
sensibilidade diagndstica, permitem distinguir as espécies e genotipos dos agentes
envolvidos na infeccdo (SCHUURMAN et al., 2007; KAUSHIK et al., 2008; ORTEGA-
PIERRES et al., 2009b).

3.3.6 Importancia da contaminag&o ambiental

Numerosos surtos das enfermidades giardiose e criptosporidiose decorrentes
de contaminagcdo ambiental j& foram relatados por todo o mundo (ORTEGA-
PIERRES et al., 2009b). O maior j& descrito data de 1993, em Milwaukee, Wiscosin,
guando mais de 400mil pessoas apresentaram quadros de diarréia em decorréncia
da ingestdo de 4gua contaminada por oocistos de Cryptosporidium (MAC KENZIE et
al., 1994). Em paralelo, a giardiose, considerada uma das causas mais comuns de

diarréia por protozoarios no mundo, possui incidéncia em humanos subestimada em
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500 mil novos casos a cada ano, sendo os surtos desta doencga predominantemente
atribuidos a contaminacdo de recursos hidricos (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001;
ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Os cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium ndo sdo inativados pelo
processo de cloragdo comumente empregado no tratamento de agua. Desta forma,
a agua proveniente da rede publica de abastecimento e as fontes e reservatérios de
aguas superficiais sem tratamento ou deficientemente tratadas constituem um
importante fator de disseminacdo e manutencao destes agentes (SRETER; VARGA,
2000; OLSON; OLSON; WALLIS, 2002; FAYER; XIAQO, 2008; RAZZOLINI; SANTOS;
BASTOS, 2010). Praticas de manejo agropecuario e a configuracdo de redes de
esgoto doméstico favorecem o carreamento do agente para cursos d’agua, nos
guais ocorre sua diluicdo e disseminacao por longas distancias (ORTEGA-PIERRES
et al., 2009b).

Todas as espécies e gendtipos dos protozoarios em questdo podem ser
encontrados no ambiente. Entretanto, as espécies mais comumente isoladas sdo C.
parvum, C. hominis e C. andersoni (XIAO et al., 2001; ORTEGA-PIERRES et al.,
2009b), bem como os gendtipos A e B de Giardia duodenalis (BAQUE et al., 2011,
LIU et al., 2011), o que sugere que a principal fonte de contaminagcdo ambiental seja
0 manejo inadequado de dejetos humanos e da producgé&o animal. Tal fator pode ser
relevante na transmissao zoonoética das protozooses e poderia representar uma
importante fonte de infeccdo para animais silvestres (ORTEGA-PIERRES et al.,
2009b).

3.3.7 Ecologia darelagéo entre parasitas e hospedeiros

Relacbes entre parasitas e hospedeiros podem ser mais bem compreendidas
guando analisadas por uma perspectiva ecoldgica, especialmente quando envolvem
animais silvestres. Tal ponto de vista permite observar como o ciclo biolégico do

parasita se completa em diferentes habitats e espécies hospedeiras, bem como
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considera o organismo hospedeiro como o préprio habitat do parasita (BUSH et al.,
2001a).

Segundo Mangini e Silva (2007), mudancas em condi¢cdes ambientais podem
influenciar a dindmica das relacdes entre parasitas e hospedeiros, favorecendo o
transito e a capacidade de adaptacdo de micro-organismos, processo denominado

como “spill-over”.

Em decorréncia da longa coevolucdo entre parasita e hospedeiros, Giardia e
Cryptosporidium aparentemente demonstraram alto nivel de adaptacdo a diferentes
espécies e ambientes (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Estudos relatam a grande probabilidade de ocorrer um tipo de especiacao
alopatrica nas popula¢des do coccidio Cryptosporidium, por meio da qual barreiras
geograficas favoreceriam o aparecimento de populacdées geneticamente distintas do
protozoario (TANRIVERDI et al., 2008).

Neste contexto, estudos que considerem atributos biolégicos e genotipicos
dos parasitas, assim como condi¢cdes ambientais e caracteristicas particulares as
espécies hospedeiras, permitem um melhor entendimento da dindmica da
transmissdo de organismos patogénicos (GRENFELL; GULLAND, 1995; DASZAK;
CUNNINGHAM, 2002; APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005).

De acordo com as teorias propostas por Pavlovsky (1966), avaliar
caracteristicas fisicas do habitat, como aspectos geograficos e estacfes climéaticas,
bem como caracteristicas biolégicas do ecossistema, como dindmica populacional,
nicho ecoldgico das espécies envolvidas no processo e localizagdo de tais espécies
na cadeia tréfica, sdo de importancia fundamental ao entendimento das relacdes

entre parasitas e hospedeiros.
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4 MATERIAIS E METODOS h\

Segundo Appelbee, Thompson e Olson (2005) e Feng (2010), infeccbes por
Giardia e Cryptosporidium tém sido relatadas em uma grande variedade de animais
silvestres cativos e de vida livre por todo o mundo, especialmente em mamiferos.
Dessa forma, estes poderiam representar o grupo de animais silvestres de maior
relevancia no contexto zoonaético da transmissdo desses protozoarios, motivo pelo

gual se optou pela Classe Mammalia como alvo do presente estudo.

Com a finalidade de comparar diferentes variaveis consideradas
epidemiologicamente e ecologicamente relevantes, foram selecionadas populactes
de mamiferos silvestres de vida livre (in situ) e populagcdes mantidas em cativeiro (ex
situ). Neste contexto, procurou-se amostrar espécies similares de ambas as

populacdes.

No intuito de aumentar a abrangéncia do presente estudo no que se refere ao
namero de amostras positivas para 0s protozoarios estudados, niumero de espécies
de mamiferos silvestres amostradas e para avaliar o perfil de diferentes habitats e
condicbes ambientais frente a tais protozoarios oportunistas, foram determinadas

sete diferentes areas de estudo.

4.1 DESCRICAO DAS AREAS DE ESTUDO

Os sete locais de coleta de amostras biologicas (fezes) procedentes de

animais da mastofauna brasileira estdo descritos e ilustrados a seguir (Figura 4).

Informacdes referentes as suas localizacbes geograficas e respectivos

biomas podem ser visualizadas no quadro 3.
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Locais de coleta Municipios c;:;:fé:::izs
Refuigio Biolégico Bela Vista, ITAIPU Binacional Foz do Iguagu - PR 25°26°S e 54°33°'W Mata Atlantica
Area diretamente afetada, PCH Anhanguera Sdo Joaquim da Barra e Guara - SP 20°28°'S e 47°52°'W Cerrado
Fazenda Nhumirim, EMBRAPA Pantanal Corumba - MS 18°48°S e 56°20°'W Pantanal
Fazenda Trés Lagoas Angatuba - SP 23°48°S e 48°41°'W Cerrado
Departamento de Patologia FMVZ - USP Sdo Paulo - SP 23°57°'S e 46°54'W Mata Atlantica
CRAS, Parque Ecoldgico do Tieté Sdo Paulo - SP 23°28°'S e 46°30°'W Mata Atlantica
Margens do Rio Madeira Abunia - RO 9°69°S e 65°35'W Amazonia
Total > 7 7 - q

Quadro 3 — Relagdo dos locais de coleta de amostras bioldgicas (fezes), respectivas localidades (municipios e coordenadas
geograficas) e bioma brasileiro ao qual pertencem — Sdo Paulo — 2011

.GOOgle

Altitude do ponto de visdo 5954.67 km

Fonte: Google Inc. ©2010, Google Earth 5.1

Figura 4 — Imagem de satélite demonstrando a localizagdo geografica dos sete locais de coleta de amostras fecais para o
presente estudo — Sdo Paulo — 2011
1 = Refugio Bioldgico Bela Vista, Itaipu Binacional, Foz do Iguagu, PR
2 = Area diretamente afetada, PCH Anhanguera, S50 Joaquim da Barra e Guara, SP
3 = Fazenda Nhumirim, EMBRAPA Pantanal, Corumba, MS
4 = Fazenda Trés Lagoas, Angatuba, SP
5 = Departamento de Patologia FMVZ — USP, Sdo Paulo, SP
6 = CRAS, Parque Ecoldgico do Tieté, Sdo Paulo, SP
7 = Margens do Rio Madeira, Abund, RO
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4.1.1 Areas de coleta de amostras fecais de mamiferos silvestres in situ

Foram consideradas amostras biolégicas provenientes de animais in situ:

a) aquelas coletadas de individuos encontrados em vida livre e procedentes
da mastofauna de ocorréncia natural de cada uma das regifes selecionadas para o

estudo;

b) amostras coletadas de animais capturados in situ, entretanto
encaminhados para ambiente cativo e mantidos em cativeiro por até dois dias. Tal
metodologia foi adotada levando-se em conta o ciclo biolégico dos protozoarios em
guestdo e seus respectivos periodos pré-patentes (espaco de tempo entre o
momento em gque ocorreu a infeccdo e a eliminacdo da forma infectante nas fezes)
minimos descritos em literatura (BEIER; SIDORENKO; GRIGOR'EV, 1995; DUPONT
et al.,, 1995; CERTAD et al., 2007; FAYER; XIAO, 2008; BOWMAN et al., 2009;
CHALMERS; DAVIES, 2010). Adotou-se o principio de que animais capturados in
situ, mantidos em cativeiro por até dois dias antes da coleta de fezes e positivos
para Cryptosporidium spp. e/ou Giardia spp. em exame coproparasitologico,

provavelmente tenham sido infectados em vida livre.

4.1.1.1 Area diretamente afetada (ADA) pela Pequena Central Hidrelétrica (PCH)

Anhanguera, Sdo Joaquim da Barra e Guara, SP

O eixo da PCH Anhanguera, com poténcia de 22,5 MW, foi construido no
curso do Rio Sapucai-mirim, entre os municipios de Sao Joaquim da Barra e Guara,
nordeste do estado de Sdo Paulo (20°28'S e 47°52'W), area na qual o bioma
predominante € o Cerrado. Para a formacdo do reservatoério, foram inundados
aproximadamente 2,05km® de &reas ciliares com vegetacdo remanescente e
terrenos agricolas (Figuras 5 e 6). A ADA da PCH Anhanguera é caracterizada por
floresta ciliar com estrutura j& bastante alterada, geralmente com subosque pouco

denso, abundéancia de lianas, dossel baixo e, menos frequentemente, com a
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presenca de algumas arvores emergentes (Figura 7). Ocorrem brejos com taboas,
ciperaceas e gramineas, geralmente restritas a pequenas manchas entre os demais
tipos de vegetacdo. Caracteriza-se pela mata paludosa e pela floresta estacional

semidecidual em suas partes mais elevadas.

No Programa de Monitoramento e Conservacdo da Fauna de Vertebrados
Terrestres da PCH Anhanguera, conduzido de dezembro de 2007 a marco de 2010,
foi realizado o monitoramento e resgate faunistico da area diretamente afetada pelo
empreendimento, assim como de area controle e possiveis areas para soltura da
fauna residente resgatada. Constatou-se, com 0 monitoramento durante as estacdes
seca e chuvosa de um ano completo, rigueza absoluta de 35 espécies pertencentes
a nove diferentes familias da Classe Mammalia, sendo a familia mais abundante a
Cricetidae (83,5%), seguida pela Didelphidae (13,8%). Os animais capturados

durante este periodo foram submetidos a avaliacdo clinica, biometria, marcacao

individual e coleta de amostras bioldgicas para posterior destinacao (Figura 8).

A influéncia antrépica na area (Figura 9) é principalmente decorrente das
propriedades rurais e producdo de cana-de-agUcar Saccharum sp., que ocupa

grande extensdo das areas adjacentes.

4.1.1.2 Refugio Biologico Bela Vista (RBV), Itaipu Binacional, Foz do Iguacu, PR

A ltaipu Binacional mantém oito reservas e reflgios bioldgicos localizados no
Brasil e no Paraguai. A area total protegida, que inclui mata nativa e trechos de
reflorestamento, soma 41.039 hectares. O Refugio Bioldgico Bela Vista (RBV)
(25°26°S e 54°33'W), com area total de 1.920ha no bioma Mata Atlantica, € o maior

dos localizados em territorio brasileiro.

Sabe-se que ampla variedade de espécies silvestres habita esta regido e que
suas areas de uso abrangem os limites da empresa Itaipu Binacional, em Foz do

Iguacu, PR.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharum
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Figura 5 — Localizagdo geografica da area de estudo descrita no subitem 4.1.1.1, entre os municipios de Sdo Joaquim da
Barra e Guara, nordeste do estado de Sdo Paulo. A drea diretamente afetada (ADA) pelo empreendimento fica a
montante do eixo da PCH Anhanguera (asterisco branco), abrangendo os fragmentos de mata nas margens do
rio Sapucai-mirim, até o cruzamento com a Rodovia Anhanguera (trago amarelo). A seta branca indica a diregdo
do rio. Note as extensas areas agricolas adjacentes as areas de mata (bioma Cerrado) — Sdo Paulo - 2011
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Figura 6 — Imagem aérea da Pequena Central Hidrelétrica (PCH) Anhanguera durante constru¢do. Canteiro de obras
(asterisco preto), eixo da barragem (asterisco branco) e area diretamente afetada (ADA) pelo empreendimento
(setas pretas), na qual se realizou o monitoramento faunistico e coleta de amostras — Sdo Paulo - 2011
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Figura 7 — Rio Sapucai-mirim (a esquerda) e supressdo da vegetagdo no eixo da PCH Anhanguera (a direita). As areas de
mata compreendem a ADA da PCH Anhanguera — Sdo Paulo — 2009

Renata C.'F:Santos

Figura 8 — Coleta de amostras fecais in situ na ADA da PCH Anhanguera. A esquerda, cuica Gracilinanus agilis e, a direita,
rato-do-mato Oligoryzomys nigripes, ambos defecando durante contencdo fisica — Sdo Paulo - 2009

Renata C. F.Santos

]
o]
=
=
©
e
w
o
©
i)
©
=
o]
o<

Figura 9 — Imagens ilustrando a influéncia antropica e a interface entre animais silvestres, humanos e animais domésticos
na ADA da PCH Anhanguera. A esquerda, bugio-preto Alouatta caraya demonstrando-se habituado a
aproximagdo humana. A direita, cachorro-do-mato Cerdocyon thous flagrado forrageando em area de plantio de
cana-de-agucar (acima) e cdo doméstico Canis familiaris capturado acidentalmente em armadilha para
carnivoros silvestres instalada na ADA — Sdo Paulo - 2009
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4.1.1.3 Fazenda Nhumirim, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA) - Pantanal, Corumbéa, MS

A Fazenda Nhumirim, cuja éarea abrange 4.310ha da sub-regido da
Nhecolandia, Pantanal do Mato Grosso do Sul (18°48°S e 56°20°W), corresponde ao
campo experimental da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) -
Pantanal. Distante aproximadamente 150km da cidade de Corumba, MS, a fazenda
apresenta fisionomia dominada por um mosaico de lagoas e cordilheiras, e
compreende uma area de reserva ambiental de aproximadamente 680ha (Figura
10). A mudanca na fisionomia da paisagem é marcante de acordo com a época do

ano (periodos de seca e cheia).

O Pantanal é formado por grandes propriedades privadas, cuja economia €
voltada principalmente para a exploragdo extensiva da pecuaria de corte, introduzida
na regido em meados do século XVIII (DESBIEZ et al., 2011). Deste modo, é nitida a

interacd@o entre espécies domeésticas e silvestres na area (Figura 11).

Sabe-se, com base em estudos de ocorréncia, distribuicdo e abundancia de
mastofauna, que a area apresenta rica diversidade de mamiferos silvestres, sendo
descritas para 0 bioma Pantanal aproximadamente 130 espécies de 28 diferentes
familias da classe Mammalia (RODRIGUES et al., 2002; REIS et al., 2011). Em um
levantamento de médios e grandes mamiferos realizado especificamente na
Fazenda Nhumirim, foi relatada a ocorréncia de 20 diferentes espécies de 14
familias, sendo Nasua nasua (quati) a espécie mais frequentemente observada nos
censos diurnos e Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) nos noturnos (ALHO et al.,
1987).

Cabe ressaltar que a coleta de amostras nesta localidade ocorreu em periodo
de seca (agosto/2010), nas quais 0 acesso a agua pelos animais esteve restrito a
pequenas baias naturais e piletas artificiais oferecidas pelos produtores ao gado
(Figura 12).
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Figura 10 — Localizacdo geografica e imagem aérea da Fazenda Nhumirim, campo experimental da EMBRAPA Pantanal,
municipio de Corumbd, MS. A direita, drea de reserva ambiental compreendida dentro dos limites da fazenda
—Sdo Paulo — 2010

B
1
4

Renata.C. F.Santos:

Renata C. F.Santos

Figura 11 — Interagdo entre homem, animais domésticos (bovinos, equinos, caninos) e animais silvestres (cervideos,
canideos) na Fazenda Nhumirim, EMBRAPA Pantanal. A direita, cachorro-do-mato Cerdocyon thous
alimentando-se de carcaga bovina — Sao Paulo - 2010

ata C. F.Santos
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Figura 12— Grupo de capivaras Hydrochoerus hydrochaeris préximo a baia natural (a esquerda) e quati Nasua nasua
tentando utilizar a fonte artificial de dgua oferecida pelos produtores ao gado nos periodos de seca no
Pantanal (a direita) — Sdo Paulo — 2010
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4.1.1.4 Margens do Rio Madeira, Abund — RO

O Rio Madeira, cuja extensdo total aproximada é de 3.315km, faz parte da
bacia do Rio Amazonas e banha os estados de Rondbnia e Amazonas. Em areas
proximas ao municipio de Abund (9°69°S e 65°35'W), em Rondbénia (bioma

Amazobnia), foram coletadas amostras de fezes de primatas neotropicais (Figura 13).

As coletas ocorreram predominantemente em regifes proximas as margens
do Rio Madeira, em areas de mata densa nas quais € possivel visualizar algumas

poucas moradias de ribeirinhos (Figura 14).

O material de referéncia destes espécimes encontra-se depositado no Museu
de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP), conforme licenca de captura,
coleta e transporte de material bioldgico do IBAMA n° 02001.006797/2008-30. Estas
amostras foram cedidas ao Laboratério de Patologia Comparada (LAPCOM), do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo.

4.1.1.5 Fazenda Trés Lagoas, Angatuba, SP

Localizada no municipio de Angatuba, regido do Alto Paranapanema, centro-
sul do estado de Sao Paulo, a Fazenda Trés Lagoas (23°48'S e 48°41°'W)
representa uma regido de agroecossistema, na qual sua area total, de 3.242ha,
inclui 541ha de fragmentos remanescentes de Cerrado e 2.590ha de espécies
exoticas, como Brachiaria sp. e Eucalyptus sp. (Figura 15). Sabe-se que, em
decorréncia da intervencdo humana, espécies silvestres e domésticas coabitam a

regiao.



Materiais ¢ M¢todos 62

\;\ i BRASIL
Rio Madeira

Abung, RO

BOLIVIA

US Dept of State Gcogvaphsr
© 2011 MapLink/Tele Atlas
Image © 2011 GeoEye
© 2011 Google

Fonte: Google Inc. ©2010, Google Earth 5.1

Figura 13 - Localizagdo geografica da drea de estudo descrita no subitem 4.1.1.4, préxima ao municipio de Abund, RO,
212km da capital Porto Velho —Sao Paulo - 2011
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Fonte: Marina Galvdo Bueno (2010)

Figura 14— Locais de coleta de amostras fecais procedentes de primatas neotropicais da regido amazonica. A direita,
macaco-barrigudo Lagothrix sp. in situ (acima) e habitagdo de ribeirinhos em frente a area de mata densa
(abaixo), na margem do Rio Madeira, préximo ao municipio de Abund, RO — Sdo Paulo - 2010
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Fonte: Alice de Oliveira (2010)
Figura 15— Local de coleta de amostras descrito no subitem 4.1.1.5, no municipo de Angatuba, SP. Aspecto geral da
Fazenda Trés Lagoas (acima, a esquerda) e areas de instalagdo de armadilhas de interceptagdo e queda

(pitfall) em regides de mata nativa (Cerrado) (acima, a direita) e de agroecossistema (abaixo) — Sdo Paulo -
2011

4.1.1.6 Outras amostras

Foram coletadas amostras fecais de mamiferos silvestres recebidos para
procedimento necroscopico no Departamento de Patologia (VPT), da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de S&o Paulo (USP), bem
como de individuos do Centro de Recepcdo de Animais Silvestres (CRAS), do
Parque Ecolégico do Tieté (PET), que gentilmente cedeu amostras ao presente

estudo.
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4.1.2 Areas de coleta de amostras fecais de mamiferos silvestres ex situ

Foram consideradas amostras provenientes de animais ex situ aquelas
coletadas de individuos mantidos em cativeiro h4 mais de dois dias, independente
da procedéncia do animal (originario de cativeiro ou de vida livre). Amostras do
mesmo individuo coletadas em momentos distintos, desde que com um intervalo

minimo de um més entre as coletas, foram consideradas amostras diferentes.

4.1.2.1 Refugio Bioldgico Bela Vista (RBV), Itaipu Binacional, Foz do Iguacu, PR

Os trabalhos referentes ao manejo de fauna na lItaipu Binacional estao
concentrados no Refagio Biolégico Bela Vista (RBV), localizado na margem
esquerda do reservatorio de Itaipu e no qual o Departamento de Fauna se divide em
trés setores: Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional (CASIB);
Zooldgico Roberto Ribas Lange e complexo Hospital Veterinario — Quarentenario
(Figura 16).

O Zooldgico Roberto Ribas Lange (Figura 17) foi implantado em 2004 e esta
registrado na categoria A de jardins zooldgicos, segundo a Instrugdo Normativa n°
04, de 04 de marco de 2002, do IBAMA.

Criado inicialmente para o alojamento de espécimes provenientes da
operacdo de resgate de fauna durante a construcdo da usina hidrelétrica, o CASIB
teve seu registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) em 1988 e atualmente € considerado uma das principais
instituicbes do pais nas areas de pesquisa e protecdo de fauna silvestre nativa. Nao

€ permitida a visitacdo publica ao Criadouro (Figura 18).

O Hospital Veterinario é destinado ao atendimento de animais silvestres
mantidos no CASIB, Zoolégico Roberto Ribas Lange e, sob a forma de apoio

regional, a animais de outras instituicbes que necessitem de apoio diagndstico e
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atendimento especializado. Além disso, recebe animais de vida livre apreendidos e
encaminhados pelas autoridades competentes, como IBAMA, Instituto Ambiental do
Parana (IAP) e Policia Militar Ambiental (PMA).

Brasil

Mato
Grosso

Barragem da usina de
Itaipu Binacional

Refigio Molr‘:ﬂé\;
Bela Vista

Fonte: Google Inc. ©2010, Google Earth 5.1

Figura 16 — Localizagdo geografica do Reflgio Bioldgico Bela Vista, Itaipu Binacional, no municipio de Foz do Iguagu, PR. A
imagem maior ilustra a drea construida do RBV, na qual estd localizado o Departamento de Fauna, composto
por Hospital Veterinario, Quarentendrio, Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional (CASIB) e
Zoologico Roberto Ribas Lange, onde foram coletadas amostras de animais cativos. Na imagem menor (abaixo, a
esquerda) é possivel visualizar grande parte da extensdo do RBV, onde foram coletadas amostras de animais de
vida livre — S3o Paulo - 2011

Renata C. F. Santo!

Figura 17 — Recintos coletivos para mamiferos silvestres do Zoolégico Roberto Ribas Lange, RBV, Itaipu Binacional. A
esquerda, ilha para primatas neotropicais (macaco-prego Cebus apella) em frente ao recinto para Cervo-do-
Pantanal Blastocerus dichotomus e tamandua-bandeira Myrmecophaga tridactyla. A direita, recinto para anta
Tapirus terrestris, capivara Hydrochoerus hydrochaeris e cateto Pecari tajacu — Sao Paulo — 2010
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Figura 18 — Instalacdes do Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional (CASIB). A direita, recinto ambientado para
gato-maracaja Leopardus wiedii (seta) — Sdo Paulo — 2010

4.1.2.2 Outras amostras

Fazem parte do presente estudo amostras procedentes de primatas
neotropicais mantidos em cativeiro no Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS) provisorio (Figura 19), construido e sustentado pela empresa responséavel

pela instalacao e operacdo da PCH Anhanguera, no municipio de Guara, SP.

Fontes: EImer Alexander Genoy-Puerto (2009) e Thalita Calvi (2009)

Figura 19 — Grupo de bugio-preto Alouatta caraya mantido em cativeiro em Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS) provisério, apds captura in situ na ADA da PCH Anhanguera. A direita, individuo que veio a 6bito apds
severo quadro clinico sugestivo de doenga gastroentérica — S3o Paulo - 2009
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Tais amostras foram coletadas e incluidas na avaliacdo em decorréncia da
observacdo de manifestacbes clinicas compativeis com doenca gastroentérica
(diarréia, desidratacédo, emagrecimento, apatia) desenvolvidas pelos animais durante
o periodo de observacdo em cativeiro, realizado previamente a destinacao.

Parte dos individuos capturados e mantidos em cativeiro veio a Obito apés
poucos meses de observacdo (Figura 19). Nestes, foi realizado procedimento

necroscopico e coleta de amostras para avaliagdo histopatolégica.

4.2 PROTOCOLOS DE COLETA E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS FECAIS

As amostras fecais foram todas coletadas frescas, sempre priorizando a

porcao central do bolo fecal, sem contado direto com o ambiente.

A coleta das amostras oriundas de animais in situ foi decorrente de captura
prévia com armadilhamento apropriado para cada grupo animal; encontro ocasional
de amostras no solo, somente coletadas quando frescas e corretamente
identificadas quanto a espécie animal a que pertenciam (sem envolver captura)
(Figuras 26 e 27); ou provenientes de coletas durante exame necroscopico. Todas
as atividades de captura e coleta de material biolégico foram vinculadas a
programas faunisticos regularizados pelos 0rgdos ambientais responsaveis,
autorizadas por meio de documentacdo especifica (Autorizacbes IBAMA
n°159/2009, n°052/2008, n°053/2008; n°02001.006797/2008-30; SISBIO 23167-1,

SISBIO 23167-2) e sob consentimento oficial das instituicdes envolvidas.

Quanto ao armadilhamento utilizado para captura de individuos em vida livre,
foram empregados métodos direcionados aos grupos taxondmicos de interesse,
sendo: armadilhas de interceptacao e queda (AIQ), também denominadas pitfalls, e
armadilhas metélicas (AM) do tipo Sherman e/ou Tomahawk para pequenos
roedores e marsupiais; armadilhas do tipo guilhotina (AG) ou Tomahawk para

mamiferos de médio porte; currais de captura para ungulados como Tayassuidae;
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armadilnas de espera (AE) para primatas ndo humanos e espreita e perseguicao
para Dasypodidae (Figuras 20 a 24) (MANGINI; NICOLA, 2004).

Todas as amostras provenientes de mamiferos silvestres ex situ foram
coletadas diretamente dos recintos em que os animais estavam alojados (Figura 25).
Na impossibilidade de separar determinados animais mantidos em cativeiro em
casais ou grupos, bem como animais de vida livre capturados na mesma armadilha,
parte das amostras ndo pode ser particularizada, sendo avaliada como referente a

um pool de determinados individuos da mesma espécie.

Em decorréncia de expressivas diferencas metodoldgicas, a amostragem total

foi subdividida em dois grupamentos distintos: A e B, descritos detalhadamente a

seqguir.

Grupo A: O grupo A refere-se a parte das amostras fecais das quais uma
porcdo de aproximadamente 500ul foi armazenada in natura ou em pequena
guantidade de agua destilada, a -80°C, apds diagndstico microscopico positivo para
Cryptosporidium spp. e/ou Giardia spp. (n=109). Estas amostras foram coletadas
entre os anos de 2007 e 2010 no Refugio Biologico Bela Vista, ITAIPU Binacional. O
diagnostico (descrito no subitem a seguir) foi realizado no Laboratério Ambiental,
pertencente a prépria Itaipu Binacional, que gentilmente cedeu estas amostras para

0 presente estudo.

Grupo B: Todas as demais amostras, referentes ao grupo B, foram coletadas
ao longo dos anos de 2009 e 2011 e imediatamente acondicionadas em frascos
coletores estéreis, preservadas em solucdo de dicromato de potassio a 2,5%
(K2Cr207) e refrigeradas a 4°C para armazenamento até a data de processamento,
gue ocorreu em um periodo maximo de dois meses apos a coleta (SANTOS, 1999;
LINDERGARD et al., 2003).
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Fontes: Renata C. F. Santos (2009) e Thais Guimardes Luiz (2009)

Figura 20 — Armadilha de interceptagdo e queda (AlQ) ou pitfall. As imagens a direita ilustram a captura de um exemplar de
cuica Gracilinanus agilis por meio deste método. ADA, PCH Anhanguera — Sdo Paulo — 2009
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Renata C. F. Santos

Figura 21 — Armadilha do tipo Tomahawk, de desarme automético. A direita, exemplar de quati Nasua nasua capturado por
meio deste método. Fazenda Nhumirim, EMBRAPA Pantanal — Sdo Paulo - 2010
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Renata C. F. Santos
Renata C.JF. S@ntds 3

Figura 22 — Armadilha de espera (AE) para captura de primatas ndo humanos. A esquerda, gaiola de captura e, a direita,
cabana para monitoramento. Desarme manual por meio de cordas. ADA, PCH Anhanguera — Sdo Paulo — 2009

Nl

Renata C‘. E—éantps

Figura 23— Armadilha metalica do tipo Sherman instalada em subosque (a esquerda) e armadilha do tipo guilhotina (AG)
instalada no solo (a direita), ambas de desarme automdatico. Note exemplar de cutia Dasyprocta azarae
capturado em AG (a direita). ADA, PCH Anhanguera — Sdo Paulo — 2009

)
o
el
=
©
«n
w
o
©
i
©
c
(o]
o

Renata C. F. Santos

Figura 24 — Curral de captura para Tayassuidae (a esquerda) e exemplar de cateto Pecari tajacu capturado por meio deste
método (a direita), na Fazenda Nhumirim, EMBRAPA Pantanal — Sdo Paulo — 2010
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Renata C. F. Santos

Figura 25 — Coleta de amostras fecais de mamiferos silvestres cativos do RBV, Itaipu Binacional. A esquerda, coleta de
amostra proveniente de dois exemplares de mao-pelada Procyon cancrivorus, mantidos juntos no recinto
(amostra de pool). A direita, imediato acondicionamento de amostra fecal em solugdo de dicromato de potassio

a2,5% —S3do Paulo - 2010

Renata C. F.'Santos
Renata C. F. Santos

Figura 26 — Coleta de amostras fecais de mamiferos silvestres de vida livre por meio de encontro ocasional de amostras no
solo, sem envolver captura, na ADA da PCH Anhanguera. A direita, amostra fecal fresca de bugio-preto Alouatta

caraya — Sao Paulo - 2009

Renata C. F. Santos
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Figura 27 - Coleta de amostras fecais de mamiferos silvestres de vida livre por meio de encontro ocasional de amostras
recentemente excretadas por capivaras Hydrochoerus hydrochaeris (seta), no RBV, ltaipu Binacional — Sdo Paulo
-2010



Materiais ¢ M¢todos 72

4.3 DIAGNOSTICO MICROSCOPICO

O diagnéstico microscopico de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. das
amostras do grupo A, efetuado no Laboratério Ambiental, Itaipu Binacional, foi
realizado por meio de exames coproparasitolégicos de sedimentacdo e por métodos

de coloracao especifica.

As técnicas empregadas foram: sedimentacdo espontanea (método de
Hoffmann, Pons & Janer) e método de centrifugo-sedimentacdo com concentracao
pelo formol-éter (método de Ritchie) (SANTOS, 1999; BOWMAN, 2010). Todas as
amostras do grupo A foram analisadas por ambas as técnicas e o material final
obtido para avaliagdo microscépica foi acrescido de corantes, sendo: coloracdo com
lugol, para melhor visualizacdo de cistos de Giardia spp., e coloracéo pela técnica de
Kinyoun, que evidencia estruturas alcool-acido resistentes, como 0s oocistos de
Cryptosporidium spp.; conforme fluxograma representado na figura 28 (SANTOS,
1999; TULI et al., 2010). As amostras foram observadas em laminas recobertas por
laminulas, em microscopio Optico de campo claro, sob aumento de 100x e 400x.
Para as laminas coradas pela técnica de Kinyoun, ndo foram utilizadas laminulas e

foi empregado, também, o aumento de 1000x.

Em caso de positividade para os referidos protozoarios na avaliacdo
microscépica, sendo esta por qualquer um dos protocolos descritos,
aproximadamente 500uL do material fecal sedimentado pela técnica de Hoffmann,
Pons & Janer foi armazenado em microtubos e acondicionado a -80°C.
Considerando que o formol utilizado no método de Ritchie para fixacdo dos
cistos/oocistos representa um importante inibidor de reacdes moleculares, o

sedimento procedente desta técnica foi descartado.

As demais amostras (grupo B) foram processadas no Laboratério de
Patologia Comparada de Animais Silvestres (LAPCOM), Departamento de Patologia
(VPT), e/lou no Laboratorio de Doencas Parasitarias, Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS), ambos na Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de S&o Paulo (USP).
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Os exames coproparasitologicos para o grupo B de amostras foram
realizados por meio da técnica de centrifugo-flutuagcdo em solucao hipersaturada de
sacarose (d=1,205g/cm?3), modificada de Fayer e Xiao (2008), conforme descricao a
seguir: o preparo da solucdo de sacarose consistiu na mistura de trés partes de uma
solucao “A” (sendo esta feita por meio da adicao de 128g de acgucar refinado a 100
mL de &gua destilada e subsequente fervura até completa dissolucdo do soluto e
obtencao de solucdo homogénea e transparente) para cada parte de agua destilada.
Apos centrifugacdo da amostra fecal na solu¢cao de sacarose a 400g por 10 minutos,
uma gota do sobrenadante foi observada em lamina recoberta por laminula de 1cm?,

em microscoépio 6ptico de campo claro, sob aumento de 100x e 400x.

Para as amostras positivas para Cryptosporidium spp. e/ou Giardia spp.,
foram realizadas lavagens das laminas utilizadas na leitura com solucdo tampé&o TE
(10mM TrisHCL pH8,0; 1mM EDTA pH8,0) para uma placa de Petri. O material
lavado foi acondicionado em microtubo, ao qual foram acrescidos 50uL do
sobrenadante da amostra em solucdo de sacarose e TE gsp 2ml. Os microtubos
foram centrifugados a 12000g por cinco minutos e o sobrenadante foi descartado,
mantendo-se 200uL da solucédo. Adicionou-se TE gsp 2ml, repetindo o protocolo de
centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Ao término, as amostras foram
armazenadas a -20°C (Figura 29) (SOUZA et al., 2007; SEVA et al., 2011).

Além da avaliacdo coproparasitolégica qualitativa (descrita acima), foi
efetuada andlise semiquantitativa para os protozoarios estudados nas amostras do
grupo B, sendo esta de acordo com Huetink et al. (2001) com modificagdes,

conforme retratado no quadro 4.

Em paralelo, foi realizada avaliacdo qualitativa e semiquantitativa (utilizando
0S mesmos parametros para a contagem de ovos) de outros parasitas

eventualmente visualizados durante a leitura das laminas.
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Figura 28 — Fluxograma do processamento de amostras fecais para diagndstico microscépico de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. nas amostras do grupo A —S3o Paulo —2011
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Figura 29 - Fluxograma do processamento de amostras fecais para diagndstico microscépico de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. nas amostras do grupo B — Sao Paulo — 2011

Escore Numero de cistos/oocistos

Negativo
+
++
+++

44+

Auséncia de cistos/oocistos
1-5 cistos/oocistos por lamina
6-25 cistos/oocistos por ldmina
26-50 cistos/oocistos por lamina

>50 cistos/oocistos por lamina

Fonte: Modificado de Huetink et al. (2001)

Quadro 4 — Parametros utilizados para avaliagdo semiquantitativa de cistos e oocistos dos protozodrios Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. nas amostras fecais do grupo B —Sdo Paulo - 2011
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4.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

O diagnostico molecular foi efetuado no Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS) da FMVZ, USP, dos Campi de
Pirassununga, SP e S&o Paulo, SP. Para tanto, foram adotadas seis diferentes
metodologias, descritas a seguir como os métodos 1, 2, 3, 4, 5 e 7. Realizou-se,
ainda, uma visita técnica a Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Aracatuba, SP, onde foi possivel submeter as amostras do grupo A positivas para
Cryptosporidium spp. a um sétimo protocolo (método 6).

Todos os protocolos utilizados estdo descritos a seguir.

4.4.1 Métodos de Extracdo de Acido Nucléico (DNA)

As amostras do grupo A foram submetidas a diferentes técnicas de
rompimento de oocistos e/ou cistos e purificacdo de DNA, descritas detalhadamente
a seqguir. Devido a pequena quantidade de material fecal disponivel neste grupo,

cada amostra foi submetida a até trés protocolos de extracdo de DNA distintos.

Os cistos e oocistos concentrados e purificados, apds lavagem das laminas
em solucdo tampao e referentes ao grupo B de amostras, foram submetidos a
extracdo de acido nucléico (DNA) pelo emprego de choque térmico, proteinase K e

fenol / cloroférmio, protocolo descrito a seguir como método 7.

Em todos os métodos, dgua ultrapura autoclavada foi utilizada como controle
negativo, sendo utilizado um microtubo contendo agua para cada trés microtubos

com amostras fecais alvo do estudo.
Os diferentes métodos utilizados para extracdo de DNA foram:

a. Método 1: Kit de extracdo de DNA QIAGEN® (QIAmp DNA Stool Mini Kit)

b. Método 2: Choque térmico + QIAmp DNA Stool Mini Kit
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c. Método 3: Proteinase K + Choque térmico + QIAmp DNA Stool Mini Kit

d. Método 4: Acido taurocélico + QIAmp DNA Stool Mini Kit

e. Método 5: Acido taurocélico + Choque térmico + QIAmp DNA Stool Mini Kit
f. Método 6: Chogque térmico + Tiocianato de guanidina / Silica

g. Método 7: Choque térmico + Fenol / Cloroférmio

a. Método 1: Kit de extracdo de DNA QIAGEN® (QIAmp DNA Stool Mini Kit)

Aos aproximadamente 500ul de cada amostra acondicionada in natura a -
80°C foi adicionado TE (10mM TrisHCL pH8,0; 1 mM EDTA pH8,0) gsp 1,5ml. As
amostras foram centrifugadas a 12000g por cinco minutos e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, deu-se inicio ao protocolo do kit comercial QIAGEN®
(QIAmp DNA Stool Mini Kit), conforme instrucdes do fabricante. Ao término, as
amostras foram acondicionadas a -20°C (KAUSHIK et al., 2008).

b. Método 2: Choque térmico + QIAmp DNA Stool Mini Kit

Foram adicionados 1050ul do buffer ASL (solucdo de lise) do kit comercial
QIAGEN® (DNA Stool Mini Kit) a uma quantidade de 150ul de cada amostra
acondicionada in natura a -80°C. Os microtubos contendo as amostras e a solugao
tampao foram submetidos a congelamento em gelo seco seguido imediatamente por
descongelamento a 99°C, por trés vezes. Em seguida, deu-se continuidade ao
protocolo do kit comercial, conforme instru¢bes do fabricante. Ao término, as

amostras foram acondicionadas a -20°C.

c. Método 3: Proteinase K + Choque térmico + QIAmp DNA Stool Mini Kit

Aos 500ul de amostra acondicionada in natura a -80°C foi adicionado TE qgsp
1,5ml. As amostras foram centrifugadas a 12000g por cinco minutos e o

sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 15pul de proteinase K (10ug/uL) aos
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microtubos, incubados a 37°C por cinco horas. Em seguida, os microtubos foram
submetidos a congelamento em gelo seco seguido imediatamente por
descongelamento a 99°C, por cinco vezes. Foram acrescidos 15ul de proteinase K
(10pg/pL) e os microtubos foram incubados a 37°C por mais cinco horas, seguidas
por mais cinco sessdes de congelamento e descongelamento. Em seguida, iniciou-
se o protocolo do kit comercial QIAGEN® (DNA Stool Mini Kit), conforme instru¢des

do fabricante. Ao término, as amostras foram acondicionadas a -20°C.

d. Método 4: Acido taurocélico + QIAmp DNA Stool Mini Kit

As amostras acondicionadas in natura a -80°C foram ressuspendidas e foram
pipetados 500ul do material, centrifugado a 10000g por cinco minutos. O
sobrenadante foi desprezado e apOs agitacdo em vértex, 50ul foram pipetados para
novos microtubos, aos quais foram acrescidos 250ul de &cido taurocélico a 1,8%,
atingindo concentracao final de 1,5%. Apds incubacdo no acido taurocélico a 37°C
por 12 horas, em agitacdo de 1000rpm por 15 segundos a cada cinco minutos, o
material foi centrifugado a 15000g por cinco minutos e lavado com TE gsp 1,5ml.
Depois de nova centrifugacao e desprezado o sobrenadante, iniciou-se o protocolo
do kit comercial QIAGEN® (DNA Stool Mini Kit), conforme instru¢des do fabricante.

Ao término, as amostras foram acondicionadas a -20°C.

e. Método 5: Acido taurocdlico + Choque térmico + QIAmp DNA Stool Mini Kit

As amostras acondicionadas in natura a -80°C foram ressuspendidas e foram
pipetados 500ul do material, centrifugado a 10000g por cinco minutos. O
sobrenadante foi desprezado e ap0Os agitacdo em vértex, 50ul foram pipetados para
novos microtubos, aos quais foram acrescidos 250ul de acido taurocdlico a 1,8%,
atingindo concentracao final de 1,5%. Apos incubacdo no acido taurocélico a 37°C
por duas horas, em agitacdo de 1000rpm por 15 segundos a cada cinco minutos, o
material foi centrifugado a 15000g por cinco minutos e lavado com TE qgsp 1,5ml.
Depois de novamente centrifugado e desprezado o sobrenadante, foram
adicionados 1,4ml do buffer ASL do kit comercial QIAGEN® (DNA Stool Mini Kit). Os
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microtubos foram, entdo, submetidos a congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento a 37°C, por cinco vezes e, em seguida, deu-se continuidade ao
protocolo do kit comercial, conforme instrugdes do fabricante, sendo a eluicdo final
em 75ul do buffer AE. Ao término, as amostras foram acondicionadas a -20°C
(FUNADA, 2009).

f. Método 6: Choque térmico + Tiocianato de guanidina / Silica

Técnica descrita por Boom et al. (1990) e por Meireles et al. (2007) com
adaptacOes, conforme descricdo a seguir: o sedimento acondicionado in natura a -
80°C foi diluido em 300ul de tampéo de lise [(12,5% chelex 100® Bio-rad, Hercules,
Califérnia, USA), 1% polivinilpirrolidona K-90 (USB, Cleveland, Ohio, USA), 10mM
Tris-HCI, 10mM &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)] + 5ul de 20% dodecil sulfato
de sodio (SDS) e vortexado vigorosamente. Os microtubos foram submetidos a
congelamento em nitrogénio liquido, por um minuto, e descongelamento a 65°C, por
trés minutos, por cinco vezes. Em seguida, foram adicionados 20ul de proteinase K
(25ug/ul), com incubacdo a 65°C, por duas horas, a 400rpm. Para remocdo de
proteinas e lipideos, 1000ul de tampéao L6 [0,1M Tris-Cl pH 6,4, 6M isotiocianato de
guanidina (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA), 10mM EDTA (Invitrogen, Carlsbad,
Califérnia, USA), 1% triton X-100)] foram adicionados a suspenséo, que foi incubada
por 10 minutos a 60°C, a 900 rpm, e em seguida centrifugada a 16100g, por cinco
minutos, para remogdo do chelex e dos debris. O sobrenadante foi recolhido e
transferido para outro microtubo, ao qual foram adicionados 100ul de silica (Sigma,
St. Louis, Missouri, USA), seguindo-se incubacdo em temperatura ambiente, por 10
minutos, com homogeneizacao peridédica por inversdo. ApOs esse periodo, 0s
microtubos foram centrifugados a 16100g, por trés minutos, e o sobrenadante foi
descartado em seguida. A silica presente no sedimento foi lavada por centrifugacdo
a 12000g, por dois minutos, com 500ul de tampédo L2 (0,1M Tris-Cl pH 6,4, 6M
isotiocianato de guanidina) duas vezes, outras duas vezes com 500ul de 80% etanol
e uma vez com 500ul de 100% acetona. O microtubo foi invertido para descarte da
acetona e colocado em banho seco, a 58°C, por 10 minutos, com a tampa aberta,

para evaporacao da acetona restante no sedimento. Com o objetivo de recuperacao
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do DNA, 150ul de TE (10mM Tris, 1ImM EDTA, pH 8,0) foram adicionados a silica,
com incubacdo por 10 minutos, a 58°C, sob agitacdo a 900 rpm. ApOs esse
processo, as amostras foram centrifugadas a 16100g, por trés minutos, e o

sobrenadante foi transferido para outro microtubo, armazenado a —20°C.

g. Método 7: Choque térmico + Fenol / Cloroférmio

Foram adicionados ao sedimento presente em cada microtubo 90uL de uma
solucéo de digestao (Tris-HCI 20mM; NaCl 100 mM; EDTA 25mM; SDS 1%) e 400uL
de agua ultrapura. A seguir, foram adicionados 10ul de proteinase K (10ug/uL) e as
amostras foram incubadas por 12 horas a 37°C, com agitacdo de 1400rpm a cada
quatro minutos. Apos este periodo, os microtubos foram submetidos a cinco sessfes
de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a 37°C, ap0s as quais
foram acrescidos mais 10ul de proteinase K (10pg/puL) e os microtubos foram
submetidos a uma segunda incubacéo, esta por trés horas a 37°C, com agitacdo de
1400rpm a cada quatro minutos. Uma segunda repeticdo do protocolo de
congelamento e descongelamento (por cinco vezes), assim como uma terceira
incubacdo em 10ul de proteinase K (10upg/pL) a 37°C, por 12 horas, foram
realizadas. O produto da digestdo foi purificado com uma solugcdo de 500uL de
fenol/cloroférmio, na propor¢cdo de 1:1. ApGs centrifugacdo a 12000g por cinco
minutos, 400uL do sobrenadante foram transferidos para novos microtubos. Em
seguida, foi adicionado a solu¢cdo de DNA igual volume de propanol e a mistura
obtida foi incubada durante 12 horas a temperatura de -20°C. Depois deste periodo,
a solucdo alcodlica foi submetida a centrifugacdo a 12000g por 30 minutos, apos a
gual o sobrenadante foi descartado por inversdo e os microtubos foram mantidos
abertos sobre papel toalha por um minuto. Adicionou-se 800uL de etanol 70% e os
microtubos foram centrifugados a 12000g por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado por inversao e os microtubos foram novamente mantidos abertos sobre
papel toalha por um minuto, periodo ap6s o qual foram acondicionados em banho-
seco por 10 minutos a 37°C, com as tampas abertas, até completa secagem. O
sedimento obtido foi suspenso em 30uL de TE (10mM TrisHCL pH8,0; 1 mM EDTA

pH8,0) e incubado em banho-seco a 37°C por 10 minutos. O material extraido foi
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mantido a uma temperatura de -20°C até o momento da amplificacdo
(SAUNBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

4.4.2 Iniciadores (primers) utilizados nas reagdes de PCR e Nested PCR

Para as reacoes de PCR e Nested PCR, foram selecionados iniciadores
(primers) capazes de amplificar regides polimérficas de determinados genes, o que
possibilita a diferenciagdo dos isolados obtidos entre espécies e gendtipos dos

protozoarios estudados, apés sequenciamento molecular.

Para isolados de Cryptosporidium spp., foram selecionados iniciadores
especificos para a amplificacdo de fragmentos do gene codificador da menor
subunidade do DNA ribossomal (SSU rDNA ou 18S rDNA), universal para
organismos eucariontes (XIAO et al., 1999, 2000c, 2001; FAYER; XIAO, 2008).

Para as amostras do grupo A foram empregados os primers SSU-F2, SSU-
R2, SSU-F3 e SSU-R3, descritos por Xiao et al. (1999, 2000c). Em parte das
amostras (<25%), foi utilizado um segundo grupo de primers: SHP1, SHP2 e SHP3,
recentemente desenhados pelos pesquisadores do Laboratério de Biologia
Molecular Aplicada e Sorologia (LABMAS) do VPS, FMVZ, USP, associados ao
primer SSU-R3, de Xiao et al. (1999), para a reacdo secundaria. As amostras do

grupo B foram todas testadas para ambos os grupos de primers.

Os iniciadores utilizados para as reacfes de PCR e Nested PCR de isolados

de Cryptosporidium spp. podem ser visualizados no quadro 5.

Para isolados de Giardia spp., foram utilizados genes codificadores da enzima
glutamato desidrogenase (gdh) e B-giardina (CACCIO; DE GIACOMO; POZIO, 2002;
LALLE et al., 2005; SOUZA et al., 2007), conforme descrito no quadro 6. Todas as
amostras positivas para Giardia spp. na microscopia foram testadas para ambos 0s

genes.
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Gene " X .. Tamanhos dos .
Reag¢ao Primers Sequéncias Referéncias
alvo fragmentos (pb)
SSU-F2 5'-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3' Xiao et al. (1999)
PCR ~1300
SSU-R2 5'-CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-3' Xiao et al. (2000)
SSU-F3 5'-GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG-3'
Nested .
PCR ~ 800 Xiao et al. (1999)
ssu SSU-R3 5'-AAG GAG TAA GGA ACA ACCTCC A-3'
rDNA \ |
SHP1 5'-ACC TAT AGC TTT AGA CGG TAG GGT AT-3
PCR ~781 LABMAS/VPS/FMVZ/USP
SHP2 5'-TTC TCA TAA GGT GCT GAA GGA GTA AGG-3'
Nested SHP3 5'-ACA GGG AGG TAG TGA CAA GAA ATA ACA-3' LABMAS/VPS/FMVZ/USP
~ 620
PCR SSU-R3 5'-AAG GAG TAA GGA ACA ACCTCC A-3' Xiao et al. (1999)

Quadro 5 — Primers utilizados nas reagdes de PCR e Nested PCR para amplificagdao de fragmentos do gene codificador da
menor subunidade do DNA ribossomal (SSU rDNA) de isolados de Cryptosporidium spp. e suas respectivas
sequéncias, tamanhos dos fragmentos amplificados (em pares de bases) e referéncias — Sdo Paulo — 2011

Tamanhos dos

Gene alvo Reag¢ao Primers Sequéncias fragmentos (pb) Referéncias
GDH-FI 5'-AAY GAG GTY ATG CGC TTC TGC CA-3'
PCR ~ 890
#5791 5'-GAT GTT YGC RCC CAT CTG RTAGTT C-3'
GDH Souza et al. (2007)
Nested GDH-FII 5'-ACT TCC TBG AGG AGA TGT GCA AGG A-3 - c60
PCR 45791 5'-GAT GTT YGC RCC CAT CTG RTA GTT C-3'
G7 5'-AAG CCC GAC GAC CTC ACC CGC AGT GC-3'
PCR ~750 Caccio et al. (2002)
G759 5'-GAG GCC GCC CTG GAT CTT CGA GAC GAC-3'
B-giardina
bGiarF 5'-GAA CGA GAT CGA GGT CCG-3'
Nested
s ~510 Lalle et al. (2005)
bGiarR 5'-CTC GAC GAG CTT CGT TGT T-3'

Quadro 6 — Primers utilizados nas reagdes de PCR e Nested PCR para amplificagdo de fragmentos dos genes codificadores da
glutamato-desidrogenase e B-giardina de isolados de Giardia spp. e suas respectivas sequéncias, tamanhos dos
fragmentos amplificados (em pares de bases) e referéncias —Sdo Paulo - 2011

4.4.3 Reacdes em Cadeia pela Polimerase (PCR e Nested PCR)

As amplificagcbes pela PCR e Nested PCR foram realizadas para um volume

final de 25uL. Para as reacfes primarias de amplificacdo (PCR), foram incluidos dois

controles positivos, previamente testados, e dois controles negativos, constituidos
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por agua ultrapura autoclavada. Um terceiro controle negativo foi acrescido a
amostragem para as reacdes secundarias de amplificacdo (Nested PCR). As
condi¢cdes utilizadas para as reacdes de amplificacdo primaria e secundaria estao
descritas a seguir, de acordo com cada gene utilizado.

4.4.3.1 Condicdes de amplificacéo: Gene SSU rDNA (Cryptosporidium spp.)

Para amplificacdo do gene codificador da menor subunidade do DNA
ribossomal de isolados de Cryptosporidium spp. cujo DNA foi extraido por meio dos
métodos 1, 2, 3, 4, 5 e 7, descritos anteriormente, foram utilizados os seguintes

reagentes e protocolos:

14,37uL de agua ultrapura autoclavada

2,5uL de 10x PCR Buffer (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM; pH 9,0)

4uL de solucao de dNTPs (1,25mM)

0,625uL de cada primer (senso e anti-senso) (10pmol/uL)

0,75uL de MgCl; (50mM)

0,13puL de Taq DNA polimerase (Tag DNA polymerase platinum, Invitrogen, CA, USA)

A N NN

2L de DNA extraido da amostra alvo

A Nested PCR foi realizada nas mesmas condi¢des da PCR, entretanto com o
emprego de um segundo par de primers (conforme descrito no quadro 5), e com 2uL
do produto da primeira reacdo. Os parametros utilizados no termociclador para

ambas as amplificacdes, tanto primaria quanto secundaria, foram:

Desnaturacao inicial a 94°C por cinco minutos;
Desnaturacdo a 94°C por 45 segundos;
Hibridizac&o dos primers a 55°C por 45 segundos; 35 ciclos

Extensao a 72°C por 60 segundos;

AN N RN

Extensao final a 72°C por sete minutos.
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Para amplificacdo deste mesmo gene em isolados de Cryptosporidium spp.

cujo DNA foi extraido pelo método 6, foram utilizados 0s seguintes reagentes e

protocolos para a reacao primaria:

D N N N N N N N

14,9uL de agua ultrapura autoclavada

2,5uL de 10x PCR Buffer (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM; pH 9,0)

2L de solucdo de dNTPs (1,25mM)

0,5pL de cada primer (senso e anti-senso) (10pmol/uL)

1,25uL de MgCl, (50mM)

0,1uL de Taq DNA polimerase (Taq DNA polymerase platinum, Invitrogen, CA, USA)
0,75uL de soroalbumina bovina (BSA)

2,5uL de DNA extraido da amostra alvo

Para a Nested PCR, foi utilizado o segundo par de primers (conforme descrito

no quadro 5), 2,5uL do produto da primeira reacdo e o volume de soroalbumina

bovina utilizado na reagédo primaria foi substituido por agua ultrapura autoclavada,

totalizando 15,65uL desta. Os parametros utilizados no termociclador para ambas as

amplificagcbes foram:

AN N N NN

Desnaturacao inicial a 95°C por trés minutos;

Desnaturacdo a 95°C por 45 segundos;

Hibridizag&o dos primers a 50°C por 45 segundos; 35 ciclos
Extenséo a 72°C por 60 segundos;

Extensao final a 72°C por sete minutos.

4.4.3.2 Condi¢cdes de amplificacéo: Gene GDH (Giardia spp.)

Para amplificagdo do gene codificador da enzima glutamato-desidrogenase

(gdh) de isolados de Giardia spp., foram utilizados os seguintes reagentes e

protocolos:

v

12,55uL de agua ultrapura autoclavada
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2,5uL de 10x PCR Buffer (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM; pH 9,0)

4uL de solucdo de dNTPs (1,25mM)

1,25pL de cada primer (senso e anti-senso) (10pmol/uL)

0,75pL de MgCl, (50mM)

0,2uL de Taq DNA polimerase (Taq DNA polymerase platinum, Invitrogen, CA, USA)

LN X X X X

2,5uL de DNA extraido da amostra alvo

A Nested PCR foi realizada nas mesmas condi¢cdes da PCR, entretanto com o
emprego de um segundo par de primers (conforme descrito no quadro 6), e com
2,5uL do produto da primeira reagdo. Os parametros utilizados no termociclador para

ambas as amplificacfes, tanto primaria quanto secundaria, foram:

Desnaturacao inicial a 95°C por trés minutos;
Desnaturacdo a 94°C por 30 segundos;
Hibridizac&o dos primers a 56°C por 30 segundos; 39 ciclos

Extenséo a 72°C por dois minutos;

NN NN

Extensao final a 72°C por cinco minutos.

4.4.3.3 Condicdes de amplificagdo: Gene [B-giardina (Giardia spp.)

Para amplificacdo do gene codificador da B-giardina de isolados de Giardia

spp., foram utilizados os seguintes reagentes e protocolos:

12,1uL de agua ultrapura autoclavada

2,5uL de 10x PCR Buffer (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM; pH 9,0)

4puL de solucdo de dNTPs (1,25mM)

1,25uL de cada primer (senso e anti-senso) (10pmol/uL)

0,75pL de MgCl, (50mM)

0,15uL de Taq DNA polimerase (Tag DNA polymerase platinum, Invitrogen, CA, USA)

DN N N N N NN

3uL de DNA extraido da amostra alvo
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A Nested PCR foi realizada nas mesmas condi¢cdes da PCR, entretanto com o
emprego de um segundo par de primers (conforme descrito no quadro 6), e com 3uL
do produto da primeira reacdo. Os parametros utilizados no termociclador para

ambas as amplificacdes, tanto primaria quanto secundaria, foram:

Desnaturacao inicial a 94°C por cinco minutos;
Desnaturacdo a 94°C por 30 segundos;
Hibridizac&o dos primers a 60°C por 60 segundos; 35 ciclos

Extensao a 72°C por 60 segundos;

N N N NN

Extensao final a 72°C por sete minutos.

4.4.4 Analise dos produtos amplificados

Os fragmentos amplificados nas reacbes de Nested PCR foram visualizados
por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose a 2% em cuba horizontal,
imerso em solucdo tampao Tris-Borato-EDTA (0,045 M Tris-Borato, 1mM EDTA, pH

8,0) e a uma voltagem adequada as dimensdes do gel (1 a 10V/cm de gel).

Foram acondicionadas no gel aliqguotas de 10uL da amostra amplificada
juntamente com 2uL de corante (30% de glicerol, 0,25uL de azul de bromofenaol).
Apos a corrida eletroforética, o gel foi imerso numa solugédo de brometo de etideo a
0,5ug/mL durante 20 minutos para posterior observacdo em transluminador
ultravioleta, permitindo a visualizacdo dos produtos amplificados. As dimensdes dos
fragmentos amplificados foram comparadas a um padrédo de peso molecular com
fragmentos multiplos de 100 pares de bases (GeneRuler'™ 100pb DNA ladder)

disposto no gel juntamente com as amostras analisadas.
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4.5 SEQUENCIAMENTO MOLECULAR

4.5.1 Purificacdo dos produtos amplificados

Apés a separacao dos produtos de Nested PCR por eletroforese em gel de
agarose 2%, as bandas de interesse foram eluidas do gel com o auxilio de kit
comercial (Costar® Spin-X® Centrifuge Tube Filter, Pittston cat# 8160, Corning Life
Sciences, NY, USA), seguindo as instru¢cdes do fabricante.

4.5.2 Reacao de sequenciamento molecular

Apoés purificacdo dos produtos amplificados, aliquotas foram utilizadas para a
reacdo de sequenciamento automatico, para a qual foi usado o kit comercial ABI
Prism Big Dye TM Terminator — Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied
Biosystems, CA, USA) (THOMAZ, 2006; ZIEGLER et al., 2007a).

Para uma reacdo de 10uL de volume final, foram utilizados para cada
amostra: 0,5uL de primer (senso ou anti-senso) (10pM), 2uL de BigDye Terminator
v.3.1, 2uL de Tampao Save Money 5x (200mM de Tris, 5mM de MgCl;; pH 9,0) e
5,5uL da solugéo eluida do gel, contendo DNA purificado.

As reacdes de sequenciamento foram conduzidas em termociclador com o

seguinte programa:

v' Desnaturacéo inicial a 96°C por 1 minuto;
v' Desnaturacdo a 96° por 15 segundos;
v Hibridizacdo a 50°C por 15 minutos; 39 ciclos

v' Extensao a 60°C por 4 minutos



Materiais ¢ M¢todos 87

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram mantidos a 4°C até a

precipitacdo, realizada com EDTA/etanol, conforme descrito a seguir.

4.5.3 Precipitagéo do produto amplificado

Foram adicionados a cada amostra 5uL de EDTA a 0,125mM e 60uL de
etanol absoluto. Apdés homogenizacdo, realizou-se incubacdo em temperatura
ambiente e em local protegido da luz por 30 minutos. Em seguida, os microtubos
foram centrifugados a 16000g por 30 minutos, em centrifuga refrigerada a 12°C. O
sobrenadante foi descartado por inversao e foram adicionados 80uL de etanol 70% a
cada microtubo, submetidos novamente a centrifugacdo a 16000g por 30 minutos,
em centrifuga refrigerada a 12°C. O sobrenadante foi descartado por inversao e o
sedimento foi seco em termobloco a 95°C por 10 minutos. Ao término, os microtubos

foram armazenados a -20°C.

4.5.4 Eletroforese de sequenciamento

Apos a precipitagdo, as amostras foram homogenizadas com formamida e
corante Blue Dextran-EDTA (Apllied Biosystems, USA) na propor¢cao de 5:1,
colocadas em banho-seco por 2 minutos a 94°C para desnaturacdo, mantidas a 4°C
por 2 minutos e submetidas a eletroforese em sequenciador automético modelo ABI
Prism® 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, CA, USA).
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4.5.5 Edicado das sequéncias génicas

A gqualidade das sequénciais parciais e a unido dos fragmentos sequenciados
em suas respectivas zonas de intersec¢cdo foram obtidas com o auxilio dos
programas Phred e Phrap incluidos na suite Codon Code Aligner v.1.5.2
(CodonCode Corp. Dedham, MA, USA), assim como com os programas Phred online
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e BioEdit Sequence Alignment Editor
(HALL, 1999), proporcionando a montagem das sequéncias totais (contiguas) de

cada marcador.

As sequéncias de nucleotideos de cada fragmento amplificado foram
alinhadas manualmente com o auxilio dos programas Clustal W (THOMPSON et al.,
1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), tomando-se como base

sequéncias homologas disponiveis no GenBank (BLAST, 2011).

4.5.6 Inferéncias filogenéticas

A reconstrucdo filogenética das sequéncias obtidas foi inferida a partir da
matriz de alinhamento produzida por métodos de distancia com o algoritmo
Neighbor-Joining com teste bootstrap de 1000 réplicas. Foram testados os modelos
de substituicio de nucleotideos Maximum Composite Likelihood e Kimura 2-

parameter. Para tanto, foi empregado o software MEGA 5.0.

4.6 CRITERIOS ADOTADOS PARA ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Considerando que se trata de estudo cuja amostragem é classificada como
nao parametrica nominal, na qual as principais variaveis sdo qualitativas, a maior

parcela dos dados obtidos foi avaliada com estatistica descritiva. Para comparacgao



Materiais ¢ M¢todos 89

pontual de determinados dados, apds extensiva avaliacdo exploratoria, foram
utilizadas tabelas de contingéncia para analises estatisticas por meio do teste Qui-
Quadrado. Os resultados foram interpretados de acordo com o nivel de significancia
a igual a 0,05, sendo as comparacdes com P<0.05 consideradas significativas, bem
como as com 0.05<P<0.10 consideradas marginalmente significativas (KAPS;
LAMBERSON, 2004).

Para tanto, foram qualificadas como variaveis: classificacdo taxonémica de
cada individuo (espécie, familia e ordem), origem (in situ ou ex situ), sexo (macho,
fémea ou indeterminado), grupo etéario (filhote, juvenil, adulto ou indeterminado) e
data da coleta. As datas de coletas foram qualificadas como pertencentes a estagéao
seca ou chuvosa do ano, sendo estas definidas de modo aproximado, em funcéo
dos equindcios solares (estacdo seca de 21 de margo a 21 de setembro e estagéo
chuvosa de 22 de setembro a 20 de marco) (DALLACORT et al., 2011;
RHEINGANTZ et al., 2011).

As espécies de mamiferos amostradas foram também classificadas segundo
suas respectivas guildas tréficas (carnivoro, folivoro, frugivoro, insetivoro, granivoro,
onivoro ou combinacdes entre estas) e habitos referentes ao uso espacial do
ambiente (terrestre, arboricola, escansorial, semifossorial ou semiaquatico) segundo
(REIS et al., 2011), bem como de acordo com o bioma de origem (Mata Atlantica,
Cerrado, Pantanal ou Amazénia) segundo dados do Ministério do Meio Ambiente
(BRASIL, 2010).

A ocorréncia, ou prevaléncia aparente, dos protozoarios nas populactes
estudadas foi definida como o resultado obtido pelo percentual de amostras positivas
ao diagndstico microscépico sobre o total de amostras avaliadas. Cinquenta e uma
amostras foram excluidas das andlises estatisticas por terem sido coletadas em
recintos coletivos ou em outras situagbes nas quais ndo foi possivel particularizar
individuos da mesma espécie (amostras de pool). Assumiu-se como critério que as
amostras coletadas desta forma poderiam mascarar os resultados se incluidas
devido ao fato de serem procedentes de grupos de dois a até 17 individuos, assim

como poderiam nao representar com aceitavel confiabilidade todos os individuos do

grupo.
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O teste Qui-Quadrado foi utilizado para avaliar a significancia estatistica entre
diferentes categorias de: classificacdo taxonémica, origem, sexo, grupo etario, guilda
tréfica, uso do habitat, bioma de origem, estacao climatica e més de coleta. Quando
comparacOes de dois ou mais graus de liberdade ndo puderam ser aplicadas, os
dados foram agrupados de modo a instituir relagcdes entre uma categoria e a soma
das demais (por exemplo: Amazonia vs. soma dos demais biomas). A correcao de
Bonferroni foi atribuida para estes casos de comparacdes mudltiplas, quando os
dados né&o se enquadraram nas prerrogativas do teste Qui-Quadrado
(KLINGENBERG, 2010).

O indice Kappa de Cohen (k) foi aplicado para determinar a concordancia dos
resultados obtidos a partir das reacdes em cadeia pela polimerase (Nested PCR)
para os genes GDH e B-giardina (KAPS; LAMBERSON, 2004). Os resultados das
analises microscépicas e biomoleculares ndo foram comparados entre si, uma vez
gue estas apenas foram aplicadas as amostras que ja eram sabidamente positivas

aguelas.
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5 RESULTADOS !

Ao todo, foram avaliadas no estudo em tela 452 amostras fecais provenientes
de animais da mastofauna brasileira, sendo 199 de espécimes in situ e 253 de
animais ex situ. Considerando a amostragem segundo os sete diferentes locais de

coleta, obteve-se no total:

v' 101 amostras coletadas in situ e cinco amostras ex situ na ADA da PCH

Anhanguera, Sao Joaquim da Barra e Guard, SP;

v' 46 amostras coletadas in situ e 248 amostras ex situ procedentes do RBV,

Itaipu Binacional, Foz do Iguacgu, PR;

v 27 amostras coletadas in situ na Fazenda Nhumirim, EMBRAPA Pantanal,

Corumba, MS;
v" Nove amostras coletadas in situ nas margenso do Rio Madeira, Abuna, RO;
v Seis amostras coletadas in situ na Fazenda Trés Lagoas, Angatuba, SP;

v’ Sete amostras procedentes de individuos de vida livre, submetidos a exame
necroscopico no VPT, FMVZ, USP, S&o Paulo, SP;

v' Trés amostras procedentes de espécimes de vida livre, cedidas pelo CRAS,
PET, Sao Paulo, SP.

Destas, 109 referem-se ao grupo A de amostras e 343 ao grupo B, conforme
sera detalhadamente descrito nos subitens a seguir. De acordo com o que foi
mencionado anteriormente, em decorréncia de significativas diferengas
metodoldgicas e distintas abordagens dadas a cada grupo, estes terdo seus

resultados retratados separadamente.
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5.1 RESULTADOS REFERENTES AO grupo A DE AMOSTRAS FECAIS

Das 109 amostras fecais correspondentes ao grupo A, todas oriundas do
Refagio Biolégico Bela Vista (RBV), Itaipu Binacional, e positivas para
Cryptosporidium spp. e/ou Giardia spp. na microscopia, 101 foram procedentes de
mamiferos mantidos em cativeiro nas dependéncias do Departamento de Fauna da

instituicdo. As oito demais foram provenientes de animais de vida livre.

5.1.1 Diagnéstico microscépico

Um estudo retrospectivo da amostragem do grupo A permitiu avaliar estas
109 amostras dentro de um contexto mais abrangente, por meio do qual foi possivel
observar uma ocorréncia de Giardia spp. igual a 1,8%, de um total de 443 amostras
procedentes de animais silvestres (incluindo mamiferos, aves e répteis) coletadas
entre os anos de 2007 e 2010, no RBV. O diagnéstico foi por meio das técnicas de
Hoffman, Pon & Janer e Ritchie, com subsequente coloracdo com lugol (Figura 30).
Todas as amostras positivas foram provenientes de mamiferos silvestres. Tais

resultados foram recentemente publicados por Santos et al. (2010).

Em paralelo, neste mesmo estudo, obteve-se uma ocorréncia de 34,9% para
Cryptosporidium spp., de um total de 404 amostras avaliadas pelo método de Ritchie
e subsequente coloracdo de Kinyoun (semelhante ao método de Ziehl-Neelsen
modificado, Figura 30), entre os anos de 2007 e 2010. Observou-se que a maior
prevaléncia foi em mamiferos (82,27% das amostras positivas), pertencentes a 23
diferentes espécies neotropicais. (SANTOS et al., 2010).
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Fontes: Renata C. F. Santos (2010) e Casemore (1991)
Figura 30 — A esquerda, fotomicrografia de cistos de Giardia spp. corados com lugol procedentes de amostra fecal de ratdo-
do-banhado Myocastor coypus; técnica de centrifugo-sedimentacdo em formol-éter (método de Ritchie),

aumento de 400x. A direita, fotomicrografia de oocistos de Cryptosporidium spp. corados pela técnica de Ziehl-
Neelsen modificada, aumento de 1000x — Sdo Paulo - 2011

5.1.2 Diagndéstico molecular

Os resultados obtidos no diagnéstico molecular das amostras do grupo A
foram considerados insatisfatorios para todos os métodos de extracdo de &cido

nucléico e protocolos de amplificacdo empregados.

Obteve-se resultado negativo para a totalidade das amostras avaliadas por
Nested PCR para ambos os protozoarios estudados. Cabe ressaltar que os
controles positivos utilizados nas reacdes foram normalmente amplificados, o que

demonstra os adequados atributos diagnésticos dos métodos utilizados.

Compete salientar que todas as amostras positivas na microscopia foram

mantidas armazenadas in natura a -80°C por periodos de até trés anos, previamente

a realizagédo do diagnostico molecular.
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5.2 RESULTADOS REFERENTES AO grupo B DE AMOSTRAS FECAIS

Das 343 amostras referentes ao grupo B, 191 foram procedentes de animais
in situ. Destas, 71,2% foram decorrentes de captura prévia com armadilhamento
apropriado para cada grupo animal; 20,4% foram coletadas diretamente do solo,
sem envolver captura; e os demais 8,4% foram derivadas de coletas durante exame

necroscopico.

Das outras 152 amostras, provenientes de animais mantidos em cativeiro,

100% foram coletadas diretamente do recinto no qual cada animal estava alojado.

Na impossibilidade de separar animais mantidos em recintos coletivos ou
capturados juntos, uma porcentagem aproximadamente igual a 15% do total de
amostras foi avaliada como procedente de um pool de individuos da mesma
espécie. Estas foram desconsideradas da andlise estatistica, conforme justificado no
subitem 4.6, todavia, serdo abordadas a seguir de forma descritiva.

Para as analises estatisticas de ocorréncia dos referidos protozoarios na
populacdo estudada foi considerado um total de 292 amostras, qualificadas de
acordo com sua classificacdo taxonémica e caracteristicas particulares, conforme

pode ser observado nas tabelas 1 e 2.

Uma avaliacéo exploratéria dos dados foi capaz de identificar que a estratégia
de coleta por conveniéncia resultou em acentuada heterogeneidade amostral, de
modo que as amostras se distribuiram de forma ndo equilibrada entre as diferentes
categorias determinadas como variaveis, conforme se pode visualizar na tabela 2 e

na figura 31, a seguir.
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Tabela 1 -

Classificagdo taxondmica, guildas troficas e estratégias de uso do habitat dos espécimes amostrados,
considerados para andlise estatistica — Sdo Paulo - 2011

Guilda tréfica Uso do habitat
Artiodactyla Cervidae Blastocerus dichotomus Folivoro Terrestre 6
Mazama americana Folivoro / Frugivoro Terrestre 1
Mazama gouazoubira Folivoro / Frugivoro Terrestre 3
Mazama nana Folivoro / Frugivoro Terrestre 8
Carnivora Canidae | Cerdocyon thous Onivoro Terrestre 4
| Lycalopex vetulus Carnivoro Terrestre 2
Felidae | Leopardus pardalis Carnivoro Terrestre 16
Leopardus tigrinus Carnivoro Terrestre 12
Leopardus wiedii Carnivoro Terrestre 12
Panthera onca Carnivoro Terrestre 4
Puma yagouaroundi Carnivoro Terrestre 3
Mustelidae | Eira barbara Carnivoro Terrestre 3
| Galictis cuja Carnivoro Terrestre 5
Procyonidae | Nasua nasua Onivoro Terrestre 9
| Procyon cancrivorus Carnivoro Terrestre 2
Marsupialia Didelphidae | Caluromys lanatus Frugivoro / Onivoro Arboricola 1
Caluromys phinlander Frugivoro / Onivoro Arboricola 3
Didelphis albiventris Frugivoro / Onivoro Escansorial 5
Didelphis aurita Onivoro Escansorial 1
Gracilinanus agilis Insetivoro / Onivoro Arboricola 16
Monodelphis domestica Insetivoro / Onivoro Terrestre 6
Monodelphis kunsi Insetivoro / Onivoro Terrestre 2
Perissodactyla Tapiridae Tapirus terrestris Folivoro / Frugivoro Terrestre 3
Tayassuidae Pecari tajacu Onivoro Terrestre 8
Primates Aotidae Aotus aff. infulatus Frugivoro Arboricola 1
Atelidae | Alouatta caraya Folivoro / Frugivoro Arboricola 17
Alouatta guariba Folivoro / Frugivoro Arboricola 2
Lagothrix cana Frugivoro Arboricola 2
Callithrichidae Callithrix penicillata Onivoro Arboricola 37
Cebidae | Cebus apella Onivoro Arboricola 2
| Saimiri boliviensis Frugivoro / Insetivoro Arboricola 1
Pithedidae Callicebus aff. brunneus Frugivoro Arboricola 2
Callicebus dubius Frugivoro Arboricola 1
Pithecia sp. Frugivoro Arboricola 1
Rodentia Caviidae Hydrochoerus hydrochaeris Folivoro Semiaquadtica 41
Cricetidae Akodon sp. Insetivoro / Onivoro Terrestre 2
Necromys lasiurus Onivoro Terrestre 1
Oecomys cf. catherinae Frugivoro Arboricola 13
Oecomys mamorae Frugivoro Arboricola 1
Oligoryzomys nigripes Frugivoro / Onivoro Terrestre 4
Rhipidomys cf. mastacalis Granivoro / Insetivoro Arboricola 1
Dasyproctidae Dasyprocta azarae Folivoro / Frugivoro Terrestre 1
Echimyidae Clyomys laticeps Onivoro Semifossorial 1
Erethizontidae | Coendou prehensilis Insetivoro Arboricola 1
| Sphigurus spinosus Insetivoro Arboricola 6
Myocastoridae Myocastor coypus Folivoro Semiaquadtica 8
Pilosa Bradypodidae Bradypus variegatus Folivoro Arboricola 1
Myrmecophagidae | Myrmecophaga tridactyla Insetivoro Terrestre 2
| Tamandua tetradactyla Insetivoro Terrestre 1
Cingulata Dasypodidae | Cabassous unicinctus Insetivoro Semifossorial 2
Dasypus novemcinctus Insetivoro Semifossorial 3
Euphractus sexcinctus Onivoro Semifossorial 2
Total 22 52 292
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Tabela 2 — Distribuicdo da amostragem estatistica em fungdo de sua origem (in situ ou ex situ) e bioma (Amazonia,
Cerrado, Mata Atlantica ou Pantanal) — Sdo Paulo - 2011

Origem Bioma

insitu  exsitu Amazonia Cerrado Mata Atlantica  Pantanal

Origem Natureza (in situ) - - 9 101 48 25 183
Cativeiro (ex situ) - - 0 5 104 0 109
Bioma Amazonia 9 0 - - - - 9
Cerrado 101 5 - - - - 106
Mata Atlantica 48 104 - - - - 152
Pantanal 25 0 - - - - 25
Ordem Artiodactyla 3 15 0 0 18 0 18
Carnivora 9 63 0 1 64 7 72
Marsupialia 33 1 0 22 1 11 34
Perissodactyla 4 7 0 0 7 4 11
Primates 57 9 9 52 5 0 66
Rodentia 68 12 0 26 52 2 80
Pilosa 2 2 0 0 4 0 4
Cingulata 7 0 0 5 1 1 7
Guilda tréfica Carnivoro 2 57 0 1 57 1 59
Folivoro 40 16 0 0 56 0 56
Folivoro / Frugivoro 18 17 0 16 17 2 35
Frugivoro 21 0 7 13 0 1 21
Frugivoro / Insetivoro 1 0 1 0 0 0 1
Frugivoro / Onivoro 12 1 0 12 1 0 13
Granivoro / Insetivoro 1 0 0 1 0 0 1
Insetivoro 11 4 0 8 7 0 15
Insetivoro / Onivoro 26 0 0 15 0 11 26
Onivoro 51 14 1 40 14 10 65
Uso do habitat | Arboricola 97 12 9 84 10 6 109
Escansorial 6 0 0 6 0 0 6
Semiaquatica 39 10 0 0 49 0 49
Semifossorial 8 0 0 5 1 2 8
Terrestre 33 87 0 11 92 17 120

Cingulata

Artiodactyla
6%

Carnivora
25%

Rodentia
27%

H Mata W insitu
Atlantica M exsitu
M Cerrado H insitu
52% Ll exsitu
36% W Pantanal
b
 Amaz6nia

Primates
23%

Figura 31 — Distribuigdo amostral conforme bioma (Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e Amazonia) e origem da amostra (in
situ ou ex situ) (grafico a esquerda) e conforme ordem taxondmica dos individuos amostrados (grafico a direita).
Nos biomas Pantanal e Amaz6nia apenas amostras in situ foram coletadas — Sdo Paulo - 2011
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5.2.1 Espécies da mastofauna brasileira e biomas amostrados

As 343 amostras biolégicas correspondentes ao grupo B foram oriundas de
52 diferentes espécies de animais da mastofauna brasileira, sendo estas
pertencentes a 22 familias de oito das 12 ordens da classe Mammalia de ocorréncia
nacional (Tabela 1) (REIS; PERACCHI; SANTOS, 2008).

As sete localidades nas quais se realizou coleta de amostras fecais estao
compreendidas em quatro diferentes biomas terrestres brasileiros: Mata Atlantica,

Cerrado, Pantanal e Amaz6nia, conforme se pode observar na tabela 3.

Tabela 3 — Relagdo dos locais de coleta das amostras fecais do grupo B, localidade e bioma brasileiro ao qual pertencem,
nuimero de amostras coletadas in situ e ex situ e numero de espécies de mamiferos silvestres amostradas para
cada localidade — Sdo Paulo — 2011

Numero de amostras
Coordenadas coletadas

Numero de
espécies
insitu exsitu Total [EljSIELEN

Locais de coleta Municipios s
geograficas

Refugio Bioldgico Bela Vista

ITAIPU Binacional Fozdolguagu-PR  25°26'Se54°33'W  Mata Atlantica 38 147 185 25
Area diretamente afetada Sd0 Joaquim da o opn”
PCH Anhanguera Barra e Guar - SP 20°28'S e 47°52°'W Cerrado 101 5 106 16
Fazenda Nhumirim . onor I
EMBRAPA Pantanal Corumba - MS 18°48°S e 56°20°'W Pantanal 27 0 27 10
Fazenda Trés Lagoas Angatuba - SP 23°48'S e 48°41°'W Cerrado 6 0 6 5
Departamento de Patologia o P oppr A
EMVZ - USP Sédo Paulo - SP 23°57°Se 46°54°'W  Mata Atlantica 7 0 7 4
CRAS - om0 onn” .

A o Sdo Paulo - SP 23°28°'Se46°30°'W  Mata Atlantica 3 0 3 3
Parque Ecoldgico do Tieté
Margens do Rio Madeira Abuni - RO 9°69°S e 65°35'W Amazonia 9 0 9 7
Total > 7 7 - 4 191 152 343 52%

* O nimero total de espécies de mamiferos silvestres avaliadas ndo corresponde a somatdria dos valores no quadro, pois algumas das
espécies incluidas foram amostradas em mais de uma localidade.

5.2.2 Diagnéstico microscépico

Estdo relatados a seguir os resultados obtidos a partir da avaliacéo
microscoépica das amostras do grupo B por meio da técnica de centrifugo-flutuacao
em solucéao hipersaturada de sacarose.
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Os resultados compreendem a ocorréncia geral dos protozoarios na
populacdo estudada, bem como a ocorréncia obtida por meio da comparacao de
variaveis, como: classificacado taxonémica, local de coleta, origem (in situ ou ex situ),
sexo, grupo etério, guilda tréfica, uso do habitat, bioma de origem, estacao climatica

e més de coleta.

Apesar de os resultados referentes as andlises estatisticas nao incluirem
amostras coletadas como pool de individuos, os resultados seguintes descrevem o0s

casos em que tais amostras foram positivas para os parasitas estudados.

5.2.2.1 Ocorréncia dos protozoarios na populacdo avaliada

Obteve-se um resultado total de 22 amostras fecais positivas para Giardia
Spp. ha microscopia, procedentes de 11 diferentes espécies de mamiferos silvestres,
descritas a seguir: cachorro-do-mato Cerdocyon thous (1/4); jaguatirica Leopardus
pardalis (1/21) (Figura 32), anta Tapirus terrestris (1/6), bugio-preto Alouatta caraya
(5/20), sagui-do-tufo-preto Callithrix penicillata (1/41), rato-do-mato Oecomys
mamorae (2/3), rato-do-espinho Clyomys laticeps (1/1), ratdo-do-banhado Myocastor
coypus (7/12), tatu-do-rabo-mole Cabassous unicinctus (1/2), tatu-peba Euphractus
sexcinctus (1/2) e tamandua-mirim Tamandua tetradactyla (1/1), conforme pode ser

visualizado na tabela 4.

Foram desconsideradas das andlises estatisticas quatro amostras: #248,
procedente de quatro machos adultos de ratdo-do-banhado Myocastor coypus
cativos; #273, de um casal adulto de rato-do-mato Oecomys mamorae de vida livre;
#329, de um casal adulto de bugio-preto Alouatta caraya cativo; e #396, referente a

um pool de oito individuos adultos de ratdo-do-banhado Myocastor coypus cativos.

Sendo assim, foi caracterizada uma prevaléncia aparente de 6,2% para

Giardia spp. na populacdo de mamiferos silvestres analisada.

Para Cryptosporidium spp., 16 amostras foram positivas no diagnostico

microscoépico, sendo nove as espécies hospedeiras: cuica Gracilinanus agilis (2/17);
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cuica-do-rabo-curto Monodelphis domestica (1/6), bugio-preto Alouatta caraya
(1/20), macaco-barrigudo Lagothrix cana (1/2), macaco-parauacu Pithecia sp. (1/1),
capivara Hydrochoerus hydrochaeris (5/41) (Figura 32), rato-do-mato Oecomys cf.
catherinae (2/13), ratdo-do-banhado Myocastor coypus (2/12) e tamandua-mirim

Tamandua tetradactyla (1/1), conforme pode ser visualizado na tabela 4.

Foram desconsideradas da analise estatistica duas amostras: a de numero
#90, procedente de duas fémeas juvenis de cuica Gracilinanus agilis de vida livre; e
a de numero #248, proveniente de quatro machos adultos de ratdo-do-banhado

Myocastor coypus cativos.

Desta forma, obteve-se uma prevaléncia aparente de 4,8% para
Cryptosporidium spp. na populacdo avaliada. O numero de amostras positivas para

0s protozodrios na populacdo amostrada podem ser visualizados na figura 33.

Os valores obtidos nos calculos de ocorréncia para infec¢des por Giardia spp.
ou Cryptosporidium spp. ndo foram significativamente diferentes (X?=0.529, gl=1,
P=0.467). Considerando os casos positivos para os dois géneros de parasitas
combinados, obteve-se presenca destes em 10,3% das amostras, procedentes de

17 diferentes espécies de mamiferos neotropicais.

Renata C. F.Sé/ntos

Renata C. F.Santos
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Figura 32 — A esquerda, fotomicrografia de cistos de Giardia spp. procedentes de amostra fecal de jaguatirica Leopardus
pardalis; técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo hipersaturada de sacarose, aumento de 400x. A direita,
fotomicrografia de oocistos de Cryptosporidium spp. procedentes de amostra fecal de capivara Hydrochoerus
hydrochaeris; técnica de centrifugo-flutuagdo em solugdo hipersaturada de sacarose, aumento de 800x — Sdo
Paulo - 2010
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Tabela 4 — Relagdo de espécies amostradas, nimero de amostras coletadas e nimero de amostras positivas na microscopia
para Cryptosporidium spp. e Giardia spp. para cada espécie — Sdo Paulo — 2011

Artiodactyla

Carnivora

Didelphimorphia

&«
©
°
o
w
=
=
7}
a

Espécies da mastofauna brasileira amostradas

Cervidae

Tayassuidae

Canidae

Felidae

Mustelidae

Procyonidae

Didelphidae

Tapiridae

Aotidae

Atelidae

Callithrichidae
Cebidae

Pitheciidae

Blastocerus dichotomus
Mazama americana
Mazama gouazoubira
Mazama nana

Pecari tajacu
Cerdocyon thous
Lycalopex vetulus

Leopardus pardalis
Leopardus tigrinus

Leopardus wiedii
Panthera onca
Puma yagouaroundi
Eira barbaria
Galictis cuja

Nasua nasua
Procyon cancrivorus
Caluromys lanatus

Caluromys philander

Didelphis albiventris

Didelphis aurita

Gracilinanus agilis
Monodelphis domestica

Monodelphis kunsi

Tapirus terrestris

Aotus aff. infulatus
Alouatta caraya
Alouatta guariba
Lagothrix cana
Callithrix penicillata
Cebus apella

Saimiri boliviensis
Callicebus aff. brunneus
Callicebus dubius

Pithecia sp.

Nome comum

Cervo-do-Pantanal
Veado-mateiro
Veado-catingueiro
Veado-borord
Cateto
Cachorro-do-mato
Raposinha-do-campo

Jaguatirica

Gato-do-mato-
pequeno

Gato-maracaja
Onga-pintada
Gato-mourisco
Irara
Furdo
Quati
M3@o-pelada
Cuica-lanosa

Cuica

Gamba-de-orelha-
branca

Gambd-de-orelha-
preta

Cuica
Cuica-do-rabo-curto

Cuica

Anta

Macaco-da-noite
Bugio-preto
Bugio-ruivo

Macaco-barrigudo
Sagui-do-tufo-preto
Macaco-prego
Mico-de-cheiro
Guigd
Guigd

Macaco-parauacu

Numero de amostras
coletadas

0 6 6
0 2 2
3 0 3
0 14 14
2 6 8
3 1 4
1 1 2
1 20 21
0 20 20
0 15 15
0 5 5
0 3 3
0 3 3
0 6 6
4 6 10
0 3 3
0 1 1
3 0 3
5 0 5
1 0 1
17 0 17
6 0 6
2 0 2
2 4 6
1 0 1
12 8 20
1 1 2
2 0 2
40 1 41
1 6 7
1 0 1
2 0 2
1 0 1
1 0 1

(Continua)

Numero de amostras
positivas na microscopia

0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 1
0 0
0 1
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
2 0
1 0
0 0
0 1
0 0
1 5
0 0
1 0
0 1
0 0
0 0
0 0
0 0
1 0
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(Conclusio)

. o umero de amostras ‘r31e - a'mostras‘
Espécies da mastofauna brasileira amostradas coletadas positivas na microscopia

M ili Espécie Nome comum insitu | exsitu A T G's‘::ha

Caviidae Hydrochoerys AR 37 4 a 5 0
hydrochaeris

Cricetidae Akodon sp. Rato-do-mato 2 0 2 0 0
Necromys lasiurus Rato-do-mato 1 0 1 0 0
Oecomys cf. catherinae Rato-do-mato 13 0 13 2 0
Oecomys mamorae Rato-do-mato 3 0 3 0 2

'%: Oligoryzomys nigripes Rato-do-mato 4 0 4 0 0

]

.zg ;’Z’S’ ggglji;l s cf Rato-trepador 1 0 1 0 0
Dasyproctidae Dasyprocta azarae Cutia 1 2 3 0 0
Echimyidae Clyomys laticeps Rato-do-espinho 1 0 1 0 1
Erethizontidae Coendou prehensilis Ourigo-cacheiro 1 0 1 0 0

Sphigurus spinosus Ourigo-cacheiro 4 2 6 0 0
Myocastoridae Myocastor coypus Ratio-do-banhado 2 10 12 2 7

- Dasypodidae Cabassous unicinctus ~ Tatu-do-rabo-mole 2 0 2 0 1

8

% ng fn(finc . Tatu-galinha 3 0 3 0 0

- Euphractus sexcinctus Tatu-peba 2 0 2 0 1

Bradypodidae Preguica-de-trés-

Bradypus variegatus dedos
Myrmecophagidae  Myrmecophaga

tridactyla Tamandua-bandeira 0 2 2 0 0

Tamandua tetradactyla Tamandud-mirim

350 —
| 343 343
300 +—
] 292 292 [
250 +— —
200 +— —
150 = = O NGmere total de Figura 33 — NUmero de amostras positivas para
100 — — amostras avaliadas os protozodrios estudados de
50 1 - —  mNGmero de acordo com a amostragem total
= 16 18 14 | — amostras positivas (n=343) e a amostragem utilizada
0 o » o B para as analises estatisticas, na
Giardiaspp. Cryptosporidiul Giardiaspp. Cryptosporidiul .
spp. spp. qual foram desconsideradas
o amostras de pool (n=292) — Sdo
Amostragem total Amostragem estatistica | 2011
Paulo -

Trés amostras (0,9%) apresentaram infecgbes mistas por ambos os géneros
de protozoarios, sendo uma procedente de tamandua-mirim Tamandua tetradactyla
de vida livre e duas de ratdo-do-banhado Myocastor coypus mantidos em cativeiro.
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5.2.2.2 Ocorréncia segundo o local de coleta

Considerando somente o local de coleta das amostras do grupo B como
variavel para determinar a ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia nas populacdes

estudadas, ttm-se os seguintes resultados (Figura 34).

No Refugio Biolégico Bela Vista, Itaipu Binacional, PR, obteve-se 4,22%
(6/142) de amostras positivas para Cryptosporidium spp. e de 6,33% (9/142) para o

protozoario flagelado Giardia spp.

Obteve-se um resultado de 3% (3/100) para o parasita Cryptosporidium spp.
na ADA, PCH Anhanguera, SP; enquanto a ocorréncia de Giardia spp. para esta

mesma localidade foi equivalente a 4% (4/100).

Quanto as amostras procedentes da Fazenda Nhumirim, EMBRAPA
Pantanal, MS, a presenca de Cryptosporidium spp. foi consideravelmente superior:
em 8% (2/25) das amostras; assim como a de Giardia spp., em 12% (3/25). N&o esta
claro se este resultado decorre de uma efetiva superioridade de casos positivos no
local ou se representa um artefato da reduzida amostragem. Por este motivo, 0
calculo de ocorréncia ndo foi aplicavel as demais localidades, com numero de

amostras avaliadas bastante inferior.

160

142 142

100 100 [J Numero total de

80 +— | ] —— amostras avaliadas

W Amostras positivas
60 1 — — — (%)

40 — — —

20 116,33% | — — —* 4 * =
4 4,22% 4% 3%
0

Giardia Crypto Giardia Crypto ‘

12% 8%

Giardia Crypto ‘

RBV ‘ ADA ‘ NHU ‘
RBV = Refugio Bioldgico Bela Vista, Itaipu Binacional; ADA = drea diretamente afetada,
PCH Anhanguera; NHU = Fazenda Nhumirim, EMBRAPA Pantanal

Figura 34 — Ocorréncia de Giardia spp. (Giardia) e Cryptosporidium spp. (Crypto) conforme o local de coleta das amostras —
Sdo Paulo-2011



Resultados 104

5.2.2.3 Ocorréncia segundo origem (in situ x ex situ), sexo, grupo etario e estacao

climéatica

No intuito de demonstrar a influéncia da origem dos individuos amostrados na
infeccdo para os referidos protozoarios, foram realizadas analises estatisticas que
evidenciaram situagbes divergentes entre infecgbes por Cryptosporidium e por

Giardia, conforme sera descrito a seguir.

A estratificacdo dos resultados obtidos a partir da analise de prevaléncia
aparente dos parasitas segundo as variaveis origem, sexo, grupo etario, estagao

climatica e meses do ano esta demonstrada na tabela 5 e nas figuras 35 a 38.

Tabela 5 - Ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. ao diagndstico microscopico em fungdo das categorias de
origem, sexo, grupo etdrio, estagdo e més da coleta. Note que os valores percentuais foram arredondados para
facilitar a avaliagdo comparativa entre os resultados — Sdo Paulo - 2011

o o Numero de
Cryptosporidium spp. Giardia spp. E———
Origem Natureza (in situ) 7% ) 4% ) 183
Cativeiro (ex situ) 2% 9% 109
Sexo Macho 3% ns 6% ns 135
Fémea 2% 9% 93
Grupo etario Filhote 33% n/a 0% n/a 12
Juvenil 3% ns 5% ns 38
Adulto 3% ns 6% ns 231
Estacdao Chuvosa 4% ns 6% ns 178
Seca 6% 7% 114
Més Janeiro 0% n/a 0% n/a 1
Fevereiro 6% n/a 18% ns 17
Margo 8% ns 4% ns 26
Abril 21% n/a 7% n/a 14
Maio 0% n/a 13% n/a 8
Junho 0% n/a 14% n/a 7
Julho 0% n/a 0% ns 18
Agosto 0% ns 3% ns 30
Setembro 14% n/a 14% n/a 14
Outubro 0% n/a 0% n/a 1
Novembro 0% ns 11% ns 46
Dezembro 6% ns 1% ns 82
Total 5% 6% 292

wgn
*

“ns” = ndo significativo, “(*)” = marginalmente significativo, = significativo, “n/a“ = teste n3o aplicavel
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(*)= Resultado marginalmente significativo

Figura 35— Ocorréncia de Giardia spp. segundo origem das amostras, sexo e grupo etario dos espécimes amostrados e
estagdo climatica na qual a amostra foi coletada — Sdo Paulo - 2011

250
(*) 231
200
183
178
150 — —
*
( ) 135
114
100 +— —1109 —— — — —
93 Numero total de amostras
avaliadas
50 — — — — — — —
33% B Amostras positivas para
0 ° 38 Cryptosporidium spp. (%)
26 2% 3% 2% 12 3% 3% 4% 6%
0 -
insitu  exsitu | Macho Fémea | Filhote Juvenil Adulto |Chuvosa Seca
Origem ‘ Sexo ‘ Grupo etario ‘ Estagdo ‘

(*)= Resultado marginalmente significativo

Figura36 - Ocorréncia de Cryptosporidium spp. segundo origem das amostras, sexo e grupo etario dos espécimes
amostrados e estagdo climatica na qual a amostra foi coletada — Sdo Paulo - 2011

Considerando somente as amostras procedentes de animais mantidos em
cativeiro (ex situ) (n=109), obteve-se 9% de positividade para Giardia spp. Em
paralelo, 4% das amostras procedentes de populacdes de vida livre (in situ) (n=183)

foram positivas para este parasita ha microscopia. Por outro lado, foi relatado um
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resultado de 2% para a presenca do protozoéario Cryptosporidium spp. em animais

ex situ, bem como de 7% para as amostras procedentes de populacdes in situ.

Tais resultados foram considerados marginalmente significativos,
demonstrando maior prevaléncia aparente de Giardia em animais cativos e de

Cryptosporidium em espécimes amostrados na natureza.

Embora ndo tenha sido considerado estatisticamente significativo, ha um
aparente padrdo de maior ocorréncia de Cryptosporidium em individuos filhotes
(33%), o que, curiosamente, ndo corrobora com os resultados para Giardia, em que

os individuos filhotes foram os menos infectados (0%).

As andlises segundo estacdes climaticas e meses do ano demonstraram que
nado houve um padrdo sazonal bem estabelecido para infeccdes por ambos os
parasitas, e que a flutuacdo observada aparentemente ndo esta relacionada a
fatores verdadeiramente sazonais (Figuras 37 e 38).
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Figura 37 — Prevaléncia aparente de Giardia spp. ao exame coproparasitolégico ao longo do ano — Sdo Paulo — 2011
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Figura 38 — Prevaléncia aparente de Cryptosporidium spp. ao exame coproparasitolégico ao longo do ano — Sdo Paulo —
2011

Do mesmo modo, ndo foram significativas as variagdes encontradas para a

infeccdo pelos protozoarios segundo o sexo dos espécimes amostrados.

5.2.2.4 Ocorréncia segundo taxon, guilda tréfica, estratégias de uso do habitat e

bioma

~

Para tornar possiveis as analises estatisticas referentes a classificagéo
taxondémica dos individuos avaliados, estes foram agrupados nas suas respectivas
ordens dentro da Classe Mammalia. Neste contexto, obteve-se uma maior
ocorréncia de Cryptosporidium em espécies da ordem Rodentia (10%), resultado

considerado marginalmente significativo.

Em paralelo, o coccidio foi mais prevalente em mamiferos frugivoros
especialistas, para os quais o resultado de 19% foi relatado também como
marginalmente significativo; bem como em mamiferos semiaquaticos, para os quais

a ocorréncia de 12% foi considerada significativa (Tabela 6 e Figura 39).
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Tabela 6 — Ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. ao diagndstico microscépico em fungdo das categorias de
ordem, guilda trdéfica, uso do habitat e bioma. Note que os valores percentuais foram arredondados para
facilitar a avaliagdo comparativa entre os resultados — Sdo Paulo - 2011

o . Numero de
Cryptosporidium spp. Giardia spp. J——
Ordem Artiodactyla 0% n/a 0% ns 18
Carnivora 0% ns 3% ns 72
Marsupialia 6% ns 0% ns 34
Perissodactyla 0% n/a 9% n/a 11
Primates 5% ns 8% ns 66
Rodentia 10% (*) 9% ns 80
Pilosa 25% n/a 25% n/a 4
Cingulata 0% n/a 29% n/a 7
Guilda trdfica Carnivoro 0% ns 2% ns 59
Folivoro 11% ns 9% ns 56
Folivoro / Frugivoro 3% ns 14% ns 35
Frugivoro 19% (*) 5% ns 21
Frugivoro / Insetivoro 0% n/a 0% n/a 1
Frugivoro / Onivoro 0% n/a 0% n/a 13
Granivoro / Insetivoro 0% n/a 0% n/a 1
Insetivoro 7% n/a 13% n/a 15
Insetivoro / Onivoro 8% ns 0% ns 26
Onivoro 0% ns 6% ns 65
Uso do habitat Arboricola 6% ns 6% ns 109
Escansorial 0% n/a 0% n/a 6
Semiaquadtica 12% * 10% ns 49
Semifossorial 0% n/a 38% n/a 8
Terrestre 2% ns 3% ns 120
Bioma Amazdnia 22% n/a 0% n/a 9
Cerrado 3% ns 4% ns 106
Mata Atlantica 5% ns 7% ns 152
Pantanal 8% ns 12% ns 25
Total 5% 6% 292

“ns” = ndo significativo, “(*)” = marginalmente significativo, “*” = significativo, “n/a“ = teste n3o aplicavel

Apesar de nao significativos, os resultados para Giardia demonstraram uma
aparente maior ocorréncia em mamiferos classificados na guilda folivoro/frugivoros

(14%), assim como para espécies semiaquaticas (10%) (Tabela 6 e Figura 40).

Os resultados referentes ao bioma de origem dos espécimes avaliados nao
foram significativos, todavia, a comparacao entre os valores obtidos, considerando o
namero de amostras analisadas para cada bioma, sugere que Giardia poderia

ocorrer com maior frequéncia no Pantanal.
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Figura 39 - Ocorréncia de Cryptosporidium spp. segundo ordem taxondmica, guilda tréfica, estratégia de uso do habitat e
bioma de origem dos espécimes amostrados. Foram ocultadas da imagem as varidveis nas quais ndo houve
resultados positivos para o coccidio na microscopia — Sao Paulo — 2011
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2011



Resultados 110

5.2.2.5 Caso patrticular: bugio-preto Alouatta caraya (amostras #21 e #296)

Conforme descrito no subitem 4.1.2.2, em decorréncia da observacdo de
severos quadros clinicos compativeis com doenca gastroentérica (Figura 41), foram
coletadas para o presente estudo amostras procedentes de primatas neotropicais
mantidos em cativeiro no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS)
provisorio, construido e sustentado pela empresa responsavel pela instalacdo e

operagédo da PCH Anhanguera, no municipio de Guara, SP.

Um destes individuos, que veio a 6bito depois de 144 dias em cativeiro, foi
amostrado tanto em vida livre, durante o monitoramento em natureza e subsequente
captura (amostra #21), quanto poucas semanas apos tal captura e manutencao em
cativeiro (amostra #296). Ambas as amostras foram positivas para o protozoario
flagelado Giardia spp.

Os achados necroscopicos revelaram hiperemia de mucosa intestinal,
presenca de multiplos focos confluentes de coloracdo enegrecida na serosa do
intestino delgado, acumulo de gases e extensa lesdo difusa, granulomatosa e de
aspecto erosivo ao longo da mucosa intestinal, além da presenca de conteudo fecal
liquido, de odor putrido e coloracdo esverdeada. A causa de morte foi classificada
como choque septicémico.

‘U:I""'i ot ﬂft Tal episédio foi considerado

. i especialmente relevante dentre o0s
i[ 1l resultados obtidos nesta pesquisa e
T
B

serda discutido no item 6.

Figura 41 - Bugio-preto Alouatta caraya com severo
quadro clinico sugestivo de doenga
gastroentérica. As manifestagdes clinicas
observadas incluem diarréia, desidratagdao
e apatia — S3o Paulo - 2011

Fonte: Elmer Alexander Genoy-Puerto (2009)
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5.2.2.6 Carga parasitaria

Nos exames coproparasitolégicos, notou-se que a carga parasitaria para
outros endoparasitas (nematoddeos, cestédeos e coccidios da familia Eimeridae) é
nitidamente maior em espécimes de vida livre quando comparada as amostras de
individuos mantidos em cativeiro. Ja para 0s protozoarios estudados, notou-se uma
maior carga parasitdria em individuos cativos, especialmente para aqueles

infectados por Giardia spp.

5.2.3 Diagnoéstico molecular

Das 22 amostras positivas na microscopia para Giardia spp, 15 foram
positivas na Nested PCR, sendo 14 positivas na amplificacdo de fragmento do gene
GDH (Figura 42), 11 na do gene B-giardina (Figura 43) e 10 para ambos 0s genes.
Obteve-se uma ocorréncia de Giardia spp. equivalente a 4,1% na populacao
avaliada, considerando a sobreposicdo dos resultados dos diagndsticos

microscopico e molecular.

L= padrdo de peso molecular com fragmentos multiplos de 100 pares de bases
CN= Controle negativo

Figura 42 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de Nested PCR resultantes da amplificagdo do gene GDH de
amostras positivas para Giardia spp. na microscopia — Sdo Paulo — 2011
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L= padrdo de peso molecular com fragmentos mdltiplos de 100 pares de bases
C-1= Controle negativo

Figura 43 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de Nested PCR resultantes da amplificacdo do gene B-giardina de
amostras positivas para Giardia spp. na microscopia. Note que as amostras estdo em duplicata — Sdo Paulo —
2011

Para amplificagdo das amostras positivas para Cryptosporidium spp., foram
mais satisfatérios os resultados obtidos com o uso dos primers SHP1, SHP2, SHP3
e SSU-R3, aparentemente mais sensiveis do que os descritos por Xiao (1999,

2000c). Sendo assim, os resultados a seguir referem-se a esse grupo de primers.

Tiveram resultado positivo na Nested PCR 10 das 16 amostras positivas na
microscopia (Figura 44), de forma que, por meio da combinacédo dos resultados do
diagndstico microscopico e molecular, a ocorréncia de Cryptosporidium spp. nas

amostras fecais do grupo B avaliadas no experimento foi de 3,42%.

L= padrdo de peso molecular com fragmentos multiplos de 100 pares de bases
C+= Controle positivo; C-= Controle negativo

Figura 44 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de Nested PCR resultantes da amplificagdo do gene SSU rDNA de
amostras positivas para Cryptosporidium spp. na microscopia. Note que as amostras estdo em duplicata — Sdo
Paulo — 2011
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Com a analise semiquantitativa, adaptada de Huetink et al. (2001), pode-se
notar que todas as amostras positivas na microscopia e negativas na Nested PCR
foram classificadas como “+”, indicando uma quantidade maxima de cinco cistos ou

oocistos visualizados na lamina durante a avaliagdo microscopica.

Para isolados de Giardia spp., a Nested PCR para o gene GDH foi negativa
em 36.4% das amostras positivas a microscopia. Em todos os casos, isto ocorreu
em amostras de baixa intensidade de parasitismo (72.7% das amostras com
intensidade “+”). Para o gene [-giardina, obteve-se resultado negativo em 50% das
amostras positivas a microscopia. Isto ocorreu predominantemente em amostras de
baixa intensidade de parasitismo (81.8% das amostras com intensidade “+”), porém

também ocorreu em amostras com intenso parasitismo (Tabela 7).

Tabela 7 - Resultados da Nested PCR para diagndstico de Giardia spp. em amostras sabidamente positivas a microscopia,
para os genes GDH e B-giardina — S3o Paulo - 2011

Andlise semiquantitativa a microscopia

Resultado da Nested PCR Total
+ ++ +++ ++++
GDH Amostras positivas 3 3 3 5 14
Amostras negativas 8 0 0 0 8
B-giardina  Amostras positivas 2 3 11
Amostras negativas 9 1 0 1 11
Total 11 3 3 5 22

A Nested PCR para isolados de Cryptosporidium spp. demonstrou resultados
falsamente negativos em 37,5% das amostras. Em todos os casos, isto ocorreu em
amostras de baixa intensidade de parasitismo (50% das amostras com intensidade

“+” foram negativas a Nested PCR), conforme dados na tabela 8.

Tabela 8 - Resultados da Nested PCR para diagnostico de Cryptosporidium spp. em amostras sabidamente positivas a
microscopia — Sao Paulo - 2011

Analise semiquantitativa a microscopia

Resultado da Nested PCR Total
+ ++ +++
Numero de amostras positivas 6 1 3 10
Numero de amostras negativas 6 0 0 6

Total 12 1 3 16
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Detalhes referentes as amostras positivas na microscopia e testadas por

métodos moleculares podem ser verificados no quadro 7.

Numero da
amostra

#05

Espécie

Oecomys cf. catherinae
Alouatta caraya
Callithrix penicillata
Oecomys cf. catherinae
Gracilinanus agilis
Alouatta caraya
Lagothrix cana
Pithecia sp.
Tamandua tetradactyla
Cabassous unicinctus
Myocastor coypus
Myocastor coypus
Alouatta caraya
Myocastor coypus
Euphractus sexcinctus
Oecomys mamorae
Clyomys laticeps
Gracilinanus agilis
Monodelphis domestica
Oecomys mamorae
Alouatta caraya
Alouatta caraya
Mlyocastor coypus
Mlyocastor coypus
Myocastor coypus
Alouatta caraya
Leopardus pardalis
Cerdocyon thous
Mlyocastor coypus
Tapirus terrestris
Hydrochoerus hydrochaeris
Hydrochoerus hydrochaeris
Hydrochoerus hydrochaeris
Hydrochoerus hydrochaeris

Hydrochoerus hydrochaeris

Nome comum

Rato-do-mato
Bugio-preto
Sagui-do-tufo-preto
Rato-do-mato
Cuica
Bugio-preto
Macaco-barrigudo
Macaco-parauacu
Tamandua-mirim
Tatu-do-rabo-mole
Ratdo-do-banhado
Ratdo-do-banhado
Bugio-preto
Ratdo-do-banhado
Tatu-peba
Rato-do-mato
Rato-do-espinho
Cuica
Cuica
Rato-do-mato
Bugio-preto
Bugio-preto
Ratdo-do-banhado
Ratdo-do-banhado
Ratdo-do-banhado
Bugio-preto
Jaguatirica
Cachorro-do-mato
Ratdo-do-banhado
Anta
Capivara
Capivara
Capivara
Capivara

Capivara

B R T .

IS

E
@
3
~
S
2
=

in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
in situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
ex situ
in situ
in situ
in situ
in situ

in situ

Diagnéstico microscopico

Cryptosporidium

spp.
+
Negativo
Negativo
+

ax

Negativo

Negativo
+++
+
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
+
+
Negativo
+
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
+++
++

+

Giardia spp.

Negativo
++
+
Negativo
Negativo
+
Negativo

Negativo

+
+
Negativo
Negativo
+
Negativo
++
e+
e+t

+HH+

++++
++++
++
+++
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Diagnéstico molecular (Nested PCR)

Giardia spp.
SSU rDNA B-giardina
Positivo NR NR
NR Positivo Negativo
NR Negativo Negativo
Negativo NR NR
Negativo NR NR
NR Negativo Negativo
Negativo NR NR
Positivo NR NR
Negativo Negativo Negativo
NR Positivo Negativo
Positivo Positivo Positivo
Negativo Positivo Positivo
NR Negativo Positivo
NR Positivo Negativo
NR Negativo Negativo
NR Negativo Negativo
NR Negativo Negativo
Negativo NR NR
Positivo NR NR
NR Negativo Negativo
Positivo NR NR
NR Positivo Positivo
NR Positivo Positivo
NR Positivo Positivo
NR Positivo Positivo
NR Positivo Positivo
NR Positivo Positivo
NR Positivo Negativo
NR Positivo Positivo
NR Positivo Positivo
Positivo NR NR
Positivo NR NR
Positivo NR NR
Positivo NR NR
Positivo NR NR

1= ADA PCH Anhanguera, SP; 2= Margens do Rio Madeira, RO; 3= CRAS PET, SP; 4= RBV ITAIPU Binacional, PR; 5= Fazenda Nhumirim —
EMBRAPA Pantanal, MS; NR= n3o realizado

Quadro 7 — Relagdo das espécies hospedeiras, procedéncia das amostras e resultados obtidos com os diagndsticos

microscépico (avaliagdo quantitativa segundo Huetink et al. (2001)) e molecular — Sdo Paulo - 2011




Resultados 115

Comparando os resultados obtidos para o diagnéstico molecular de Giardia
spp. para os genes GDH e B-giardina em amostras sabidamente positivas a
microscopia, obteve-se concordancia de 77,3%. Todavia, o indice de concordancia
global (k) demonstrou valor igual a 0,545, indicando moderada concordancia entre

os diferentes métodos (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparagdo entre os resultados de Nested PCR para os genes GDH e B-giardina para diagndstico de Giardia spp.
em amostras sabidamente positivas a microscopia — Sdo Paulo - 2011

Resultado da Nested PCR para  Resultado da Nested PCR para o

o gene B-giardina gene GDH Total
Positivo Negativo
Positivo 10 1 11
Negativo 4 7 11
Total 14 8 22

5.2.4 Caracterizagdo molecular

Todas as amostras positivas na Nested PCR foram submetidas a
sequenciamento molecular. Foram gerados cromatogramas passiveis de leitura e
edicdo para identificacdo molecular e inferéncias filogenéticas no sequenciamento
das amostras: #05, #233, #246, #289, #293, #434, #440, #445, #451 e #455 para o
gene SSU rDNA de Cryptosporidium spp.; #246, #248, #301, #302, #318, #3209,
#335, #396 e #411 para o gene B-giardina de Giardia spp. e #246, #248, #301, #302,
#318, #329, #335, #348, #396 e #411 para o gene GDH, também de Giardia spp.

5.2.4.1 Identificacdo molecular de isolados de Giardia spp.

Dentre os isolados de Giardia spp. procedentes de mamiferos silvestres cujo
sequenciamento molecular foi satisfatorio, obteve-se 100% de identidade entre as
sequéncias resultantes e sequéncias homélogas disponiveis nas bases de dados

(GenBank) e amplamente descritas em literatura para outros hospedeiros.
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Houve total concordancia entre a identificagdo molecular resultante do
sequenciamento de produtos da Nested PCR do gene GDH e do gene B-giardina,

conforme pode ser visualizado no quadro 8.

Giardia duodenalis

Numero
da
amostra

Nucleotideos Posi¢do no Identidade o Sequéncia de referéncia
Genoétipo

sequenciados* gene** (%) (GenBank)

Gene GDH

812 - 1002 100 A EF507599.1
508 553 - 1056 100 A Al EF507599.1
282 780 - 1056 100 A Al EF507599.1
267 796 - 1056 100 A Al EF507599.1
474 548 - 1021 100 A Al EF507599.1
333 730 - 1056 100 A Al EF507599.1
231 832 - 1056 100 A Al EF507599.1

336 717 - 1052 100 D - U60986.2
502 555 - 1056 100 A Al EF507599.1
732 - 1056 100 A Al EF507599.1

Gene B-giardina

84 -563 100 A Al GQ329673.2
84 - 561 100 A Al GQ329673.2
84 -563 100 A Al GQ329673.2
84 - 558 100 A Al GQ329673.2
84 -561 100 A Al GQ329673.2
84 -516 100 A Al GQ329673.2
84 -563 100 A Al GQ329673.2
87 -558 100 A Al GQ329673.2
84 -561 100 A Al GQ329673.2

*Numero referente a extensdo das sequéncias contiguas obtidas apos alinhamento e edigdo.
**QObtidas a partir de sequéncias parciais do gene.

Quadro 8 — Detalhes da identificagdo molecular de isolados de Giardia duodenalis provenientes de mamiferos silvestres
para os genes GDH e B-giardina — Sdo Paulo - 2011

As sequéncias encontradas caracterizam a espécie Giardia duodenalis
assemblage Al, genétipo considerado zoondtico, nas amostras #246, #248, #301,
#302, #318, #329, #335, #396 e #411, conforme pode ser visualizado no quadro 8.

Tais amostras séo procedentes de quatro diferentes espécies de mamiferos
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silvestres, sendo elas: ratdo-do-banhado Myocastor coypus, bugio-preto Alouatta

caraya, jaguatirica Leopardus pardalis e anta Tapirus terrestris.

Para a amostra #348, procedente de cachorro-do-mato Cerdocyon thous,
obteve-se como resultado o gendtipo D, comumente isolado de cdes domésticos e

considerado nao zoonotico.

Para o gene GDH, foram utilizadas sequéncias homologas parciais como
referéncia, sendo aquela identificada como EF507599.1 correspondente a um total
de 1056 nucleotideos e a identificada como U60986.2 com 1120 nucleotideos. A

sequéncia de referéncia para o gene B-giardina € composta por 700 nucleotideos.

Detalhes sobre a identificacdo dos espécimes hospedeiros, bem como
localidade de procedéncia, origem (in situ ou ex situ) e os respectivos resultados

frente a caracterizacao molecular podem ser verificados em seguida, no quadro 10.

5.2.4.2 Identificagdo molecular de isolados de Cryptosporidium spp.

As sequéncias avaliadas revelaram elevada similaridade com sequéncias
homologas de gendtipos ja descritos na literatura, conforme se pode observar no

guadro 9.

Obteve-se 98% de identidade com a espécie Cryptosporidium wrairi, descrita
em literatura primeiramente em porquinhos-da-india (ou cobaias) Cavia porcellus,
para as amostras #05, #246, #289, #434, #440, #445, #451 e #455. Tais amostras
sdo provenientes dos mamiferos: rato-do-mato Oecomys cf. catherinae, ratdo-do-
banhado Myocastor coypus, cuica Monodelphis domestica e capivara Hydrochoerus

hydrochaeris.

A referéncia utilizada para estas amostras no quadro 9 foi a sequéncia
completa do gene SSU rDNA de C. wrairi com a qual observou-se maior identidade
(AF115378.1), cuja extensao é de 1746 nucleotideos. Para estas amostras, notou-se

a ocorréncia de uma transicao (substituicdo A por G) na posicao do nucleotideo 649,
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uma delecdo de dois nucleotideos (AT) no sitio 688-689 e uma transicao
(substituicdo T por C) na posi¢céao do nucleotideo 744 do gene avaliado na direcdo 5’-
3’ (Figura 45).

Gene SSU rDNA - Cryptosporidium spp.

354 584 - 939 98 [99% (352/356) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1
437 258-690%* 98 [99% (432/437)~ 1% (4 GAPS)] 7P t‘;sé’:g g:;"l’us P-rat GQ121026.1
386 520-907 98 [99% (384/388) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1
331 542 - 874 98 [99% (329/333) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1
414 296-714%* 98 [99% (413/419) — 1% (5 GAPS)] 7 " Z’Zf:;":;”o'fy;z'l‘\j/eer EF641019.1
352 586 - 939 98 [99% (350/354) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1
320 586 - 907 98 [99% (318/322) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1
418 518 - 937 98 [99% (416/420) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1
385 521 - 907 98 [99% (383/387) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1
386 520 - 907 98 [99% (384/388) — 1% (2 GAPS)] Cryptosporidium wrairi AF115378.1

*Numero referente a extensdo das sequéncias contiguas obtidas apds alinhamento e edigdo

**Obtidas a partir de sequéncias parciais do gene

***Valores arredondados obtidos por meio da ferramenta BLAST® (National Center for Biotechnology Information - NCBI), considerando
porcentagens referentes ao numero de lacunas de insergdes ou delegdes (GAPS) (BLAST, 2011)

Quadro 9— Detalhes da identificagdo molecular de isolados de Cryptosporidium spp. provenientes de mamiferos silvestres
para o gene ribossomal SSU rDNA — S3o Paulo - 2011

A amostra #233, procedente de macaco-parauacu Pithecia sp., apresentou
elevada identidade com o genotipo Cryptosporidium sp. rat genotype lll, cuja
sequéncia utilizada como referéncia (GQ121026.1) € parcial e possui 710
nucleotideos. Observou-se uma transicdo (substituicdo C por T) no sitio 389, uma
insercdo TT entre os nucleotideos 389 e 390 e uma insercdo TT entre os
nucleotideos 533 e 532 da sequéncia de referéncia, avaliada na diregéo 5’-3’ (Figura
45).

A amostra #293, de bugio-preto Alouatta caraya, revelou alta identidade com
0 gendtipo Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV, cuja sequéncia de
referéncia (EF641019.1) é parcial e constituida por 800 nucleotideos. A avaliacdo da

similaridade entre as sequéncias, cuja diregao foi 3’-5’, demonstrou uma delecdo de
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dois nucleotideos (AT) nas posicdes 470 e 469 e de trés nucleotideos (TAA) no sitio
430-432, assim como uma transi¢cao (substituicdo T por C) no nucleotideo 429 da

sequéncia padréo (Figura 45).

10 20 30 40 50 &0 70 8o 30
S e | e e | e e [ |
AGGACCTTTA ATGGTTTTGT AATTGGAATG AGTTAAGTAT AAACCCCTTT ACAAGTATCA ATTGGAGGGC AAGTCTGGTG CCAGCAGCCG 233
. rat genotype III GQ121026

ST A A e et e e eeaaaaaa iaaiaiaaaae aaaaa..... 2593

ST AL L it e eeeeae e eaaaaiaiaa aeeaaaaaaa siaiaiiaaes aa........ OEer mouse genotype IV EF64101
..... T... . 289
..... T... i eaeeaeaaaa waaaaeaas taaaaaaeas maaaasaeaa aeaasseaas saaaiasases sassass... Wralri strain CWR RF115378

100 110 1z0 130 140 150 180
S T T T T T ..
CGGTAATTCC AGCTCCAATA GCGTATATTA AAGTTGTTGC AGTTAAAAAG CTCGTAGTTG GATTTCTGTT AATTACTT-T ATATAATTTT 233
. rat genotype III GQI121026
293

deer mouse genotype IV EF64101

b

wrairi strain CWR AF115378

AG TATAT--GAA ATTTTACTTT GAGAAARATTA 233
. rat genotype III GQ121026

LA TTo AT e e i e 283
AL A TTT..A.Tur tevee—"eus suiirennnrs sasnaa.... Q88T mMouse genotype IV EF64101
WAL B TAT . v v v s vnnnn Mt it iiaieres wweanese.. Wralri strain CWR AF115378
300 310 320 330 340
I R (| e e | .. .
TGCCTTGAAT ACTTCAGCAT GGAATAATAA TTARAGATTT TTATCTTTCT TTTA B3
R rat genotype III GQ121026
AL S S e T, 283
AL N B e T e e deer mouse genctype IV EFE4101
ALAC B T T L L T T T T, G <=4
ALA S« ¢ wrairi strain CWR AF115378
370 380 350 400 410 420 430 440 450
| | | | | | | | | | | | | | | | | [
AATARATGATT AATAGGGACA GTTGGGGGCA TTTGTATTTA ACAGTTAGAG GTGAAATTCT TAGATTTGTT AAAGACAAAC TAGTGCGARAAR <392
. rat genotype III GQ121026
283
. deer mouse genotype IV EF64101
i e e e e e i sy, wrairi strain CWR AF11537E
480 470 480 4580 500 510
N T e | [ R T R .
GCATTTGCCA AGGATG T CATTAATCAA GRACGARAGT TAGGGGATCG AAGACGATCA GAT £33
IIIIIIIIIIIIIIIII rat genotype III GQ121026
2383
deer mouse genotype IV EF64101

289

wrairi strain CWR AF115378

Figura 45 — Alinhamento das sequéncias referentes as amostras #233, #293 e #289 com sequéncias homdlogas com as quais
houve maior identidade; obtido com o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Observar transigcoes,
insercdes e delegbes de nucleotideos. (A régua é meramente ilustrativa e ndo corresponde ao posicionamento
real dos nucleotideos no gene) — Sdo Paulo - 2011

Detalhes da identificacdo dos espécimes hospedeiros, bem como localidade
de procedéncia, origem (in situ ou ex situ) e os respectivos resultados frente a

caracterizacdo molecular podem ser verificados a seguir, no quadro 10.
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Identificacdo das espécies hospedeiras

Identificacdo molecular dos isolados

"g g E de Cryptosporidium spp. e/ou

g g E Giardia duodenalis

2° <

Oecomys cf. catherinae Rato-do-mato 1 in situ Cryptosporidium wrairi

m Pithecia sp. Macaco-parauacu 2 in situ Cryptosporidium sp. rat genotype |l
m Myocastor coypus Ratdo-do-banhado 4 ex situ CZZ ?CZZOC;L?ZZ]ZZZ /
Myocastor coypus Ratdo-do-banhado 4 ex situ Giardia duodenalis Al
Monodelphis domestica Cuica 5 in situ Cryptosporidium wrairi
m Alouatta caraya Bugio-preto 1 ex situ ) ptospo;iggggl;z.lc\ileer mouse
m Myocastor coypus Ratdo-do-banhado 4 ex situ Giardia duodenalis Al
m Myocastor coypus Ratdo-do-banhado 4 ex situ Giardia duodenalis Al
m Myocastor coypus Ratdo-do-banhado 4 ex situ Giardia duodenalis Al
m Alouatta caraya Bugio-preto 4 ex situ Giardia duodenalis Al
m Leopardus pardalis Jaguatirica 4 ex situ Giardia duodenalis Al
Cerdocyon thous Cachorro-do-mato 4 ex situ Giardia duodenalis D
m Myocastor coypus Ratdo-do-banhado 4 ex situ Giardia duodenalis Al
m Tapirus terrestris Anta 4 ex situ Giardia duodenalis Al
m Hydrochoerus hydrochaeris Capivara 4 in situ Cryptosporidium wrairi
Hydrochoerus hydrochaeris Capivara 4 in situ Cryptosporidium wrairi
m Hydrochoerus hydrochaeris Capivara 4 in situ Cryptosporidium wrairi
m Hydrochoerus hydrochaeris Capivara 4 in situ Cryptosporidium wrairi
m Hydrochoerus hydrochaeris Capivara 4 in situ Cryptosporidium wrairi

1= ADA PCH Anhanguera, SP; 2= Margens do Rio Madeira, RO; 3= CRAS PET, SP; 4= RBV ITAIPU Binacional, PR; 5= Fazenda Nhumirim —
EMBRAPA Pantanal, MS

Quadro 10— Detalhes da identificagdo dos espécimes hospedeiros, locais de coleta e origem das amostras e identificagdo
molecular dos respectivos isolados de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. — Sdo Paulo - 2011

5.2.4.3 Inferéncias Filogenéticas

Devido aos isolados de Giardia duodenalis obtidos no presente estudo terem
demonstrado 100% de identidade com genoétipos descritos em literatura e serem
significativamente similares entre si, a reconstrucdo filogenética foi considerada

desnecessaria para este taxon.

Para os isolados de Cryptosporidium spp., as inferéncias filogenéticas foram

atribuidas conforme descrices a seguir.
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As sequéncias de nucleotideos referentes as amostras #05, #246, #289,
#434, #440, #445, #451 e #455 foram consideradas idénticas entre si. Desta forma,
uma unica sequéncia (#289) foi selecionada para representar as demais nas
andlises filogenéticas.

Sendo assim, as inferéncias filogenéticas foram baseadas na comparacao
das sequéncias das amostras #289, #233 e #293 (sendo as duas ultimas diferentes
de todas as demais e entre si) com sequéncias homologas disponiveis no GenBank.
Uma sequéncia de Cryptosporidium muris disponivel nesta mesma base de dados

foi utilizada como outgroup. A arvore gerada se encontra a seguir (Figura 46).

qq | 293_Alouatta caraya
92 Cryptosporidium deer mouse genotype IV_EF641019

a1 L—— Cryptosporidium cenine genotype_GQ183518

289_Monodelphis domestica
47 Cryptosporidium wrairi_ AF115378
73! Cryptosporidium wrairi_GQ121020

Cryptosporidium rat genotype_GQ183517

o Cryptosporidium rat genotype II_GQ121025
aF 233_Pithecia sp.
q1 ' Cryptosporidium rat genotype Ill_GQ121026

Cryptosporidium muris_AF093497

nnnk

Figura 46 - Arvore filogenética enraizada gerada a partir de sequéncias do gene SSU rDNA de isolados de Cryptosporidium
spp., inferida por método de distancia com o algoritmo Neighbor-Joining com teste bootstrap de 1000 réplicas,
modelo de substituicdo de nucleotideos Maximum Composite Likelihood, construida com auxilio do programa
MEGA 5.0.

As amostras utilizadas na topologia da arvore filogenética formaram um grupo
monofilético com evidente hierarquia cladistica sustentada por consistentes
valores de bootstrap. Deste modo, foram evidenciados dois clados principais

(valores de bootstrap iguais a 91 e 80), nos quais nota-se a formacgao de dicotomias.

As amostras #293 e #289 foram agrupadas no mesmo clado, todavia

separadas por altos valores de bootstrap (92 e 97) em dois grupamentos distintos. A
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amostra #293, de bugio-preto Alouatta caraya, permaneceu agrupada com O
gendtipo Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV, com consistente suporte
estatistico (valor de bootstrap 99); assim como a amostra #289, de cuica
Monodelphis domestica, foi agrupada com Cryptosporidium wrairi, com valor de
bootstrap de 97. Tais resultados revelam elevada convergéncia evolutiva entre as

sequéncias analisadas.

No segundo clado, nota-se ramificacdes indicativas de possiveis divergéncias
evolutivas entre sequéncias aparentemente similares. Todavia, a amostra #233,
procedente de macaco-parauacu Pithecia sp., apresenta-se no mesmo grupamento
gue o gendtipo Cryptosporidium sp. rat genotype lll, com elevado valor de bootstrap
(91).

5.2.4.4 Subgenotipagem de isolados de Giardia duodenalis

De acordo com Caccio et al. (2008), uma avaliagdo molecular direcionada a
determinados sitios de certos genes (GDH, B-giardina e tpi) utilizados na
amplificacdo de isolados de Giardia duodenalis permitiria notar variacbes genéticas
capazes de indicar niveis intra-assemblage nos genoétipos A e B do protozoario,
considerados zoondticos. Esta subgenotipagem multilocus funcionaria como mais

um parametro para as especulagdes acerca da espécie-especificidade do parasita.

Com base neste principio, as amostras avaliadas no presente estudo cujos
isolados de Giardia foram caracterizados como Giardia duodenalis genoétipo Al
(amostras #246, #248, #301, #302, #318, #329, #335, #396 e #411) foram
submetidas a subgenotipagem.

Por meio da avaliacdo das sequéncias obtidas com a amplificacdo do gene
GDH, as amostras #248, #318, #329, #396 e #411 foram caracterizadas como do
subgendtipo A5, diferenciando-se do Al somente devido a presenca da base
nitrogenada G no nucleotideo da posicdo 946. Segundo Caccio et al. (2008), a
classificagdo A5 para o gene GDH identifica estas amostras como Giardia
duodenalis Al-2.



Resultados 123

Para as amostras cujas sequéncias foram derivadas da amplificacdo do gene
B-giardina, os sitios variaveis foram semelhantes aos descritos para os subgenétipos
Al, A2 e A4 entre os nucleotideos 162 e 429, entretanto, devido a presenca da base
nitrogenada C na posicdo 444, estas amostras ndo foram correspondentes a

nenhuma das descritas em literatura, inviabilizando a subgenotipagem.
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6 DISCUSSAO ﬂ

No presente estudo foram avaliadas 452 amostras fecais procedentes de
mamiferos neotropicais de sete localidades distintas. A amostragem compreendeu
52 diferentes espécies de animais da mastofauna brasileira, classificadas em 22
familias de oito ordens da classe Mammalia. As coletas foram realizadas in situ e ex
situ, em quatro diferentes biomas terrestres (Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e

Amazonia).

Tais amostras foram submetidas a diagnostico microscopico para detecgéo
dos protozoarios Giardia spp. e Cryptosporidium spp. Em caso de positividade, foi
realizado diagndstico molecular e subsequente sequenciamento dos produtos

amplificados para caracterizacdo genotipica e inferéncias filogenéticas.

As amostras designadas como grupo A (n=109), sabidamente positivas na
microscopia, apresentaram resultados insatisfatorios no diagnostico molecular. As
demais 343 amostras (grupo B) apresentaram resultados compativeis com relatos de
literatura, bem como resultados inéditos, sendo avaliadas perante aspectos
epidemiolégicos e ecoldgicos possivelmente envolvidos na infeccdo de mamiferos

silvestres.

Esta abordagem demonstrou-se relevante para sugerir hipoteses referentes a
infeccdo de mamiferos neotropicais de diferentes nichos ecoldgicos e em habitats
distintos, bem como para promover informacdes a respeito da participacdo destes
animais no ciclo epidemiolégico das protozooses em questao e, consequentemente,

da sua importancia para a saude publica, animal e ambiental.
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6.1 DIAGNOSTICO DE Giardia E/OU Cryptosporidium EM AMOSTRAS FECAIS

7z

O material fecal € o substrato biol6gico mais amplamente utilizado no
diagndstico de enteroparasitas, de modo que métodos apropriados de coleta e
armazenamento de amostras fecais devem ser requeridos no intuito de se obter

confiabilidade nos resultados de diversas técnicas diagnosticas.

As amostras fecais podem ser preservadas com e sem conservantes, dadas
circunstancias particulares, nas quais a presenca de determinadas substancias pode
prejudicar a deteccdo do agente (FAYER; XIAO, 2008). Os conservantes mais
comumente utilizados sao formalina tamponada a 10%, solucédo de mertiolate, iodo e
formaldeido (MIF), solu¢do de acetato de sédio, acido acético e formaldeido (SAF),
alcool polivinilico (PVA) ou solucdo de dicromato de potassio a 2,5% (K2Cr.07)
(SRETER; VARGA, 2000; SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; FAYER; XIAO, 2008;
LINDSAY; BLAGBURN, 2008).

As amostras preservadas em solucdo de dicromato de potassio a 2,5%
devem ser mantidas refrigeradas a 4°C até a data de processamento. Este protocolo
permite a conservacdo da viabilidade de oocistos de Cryptosporidium por seis a
nove meses, alguns podendo manter a infectividade por até um ano (SRETER;
VARGA, 2000; FAYER; XIAO, 2008). Em estudo referente as propriedades fisico-
guimicas de oocistos de Cryptosporidium frente a diferentes métodos de
preservacgdo, o tratamento com solucdo de dicromato de potéssio a 2,5% a 4°C foi 0
menos danoso a morfologia, permeabilidade e viabilidade dos oocistos, sendo
também considerado o mais apropriado quando se pretende realizar subsequente
PCR (método no qual conservantes com formaldeido atuam como inibidores)
(INOUE et al., 2006; FAYER; XIAO, 2008). Wilke e Robertson (2009) descreveram
este mesmo método como o que apresentou melhores resultados na preservacao de

cistos de Giardia sp.

Por outro lado, o dicromato de potassio, assim como o acetato de sadio,
podem alterar a antigenicidade da parede externa dos oocistos, afetando a ligacdo
com determinados anticorpos e inviabilizando a realizagdo de certas técnicas
imunoldgicas, devendo ser evitado nestes casos (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001).
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Da mesma forma, a maioria das técnicas de coloracdo de oocistos de
Cryptosporidium ndo podem ser realizadas em amostras preservadas em PVA
(FAYER; XIAO, 2008).

O congelamento in natura de amostras fecais para posterior avaliacdo é uma
pratica utilizada por diversos pesquisadores (BROOK et al., 2008). Todavia, estudos
relatam que o congelamento pode fragilizar as paredes dos cistos e oocistos e
alterar sua densidade especifica, além de favorecer a aderéncia destes aos debris
fecais, 0 que inviabilizaria o processamento da amostra pelas principais técnicas
diagnosticas utilizadas (INOUE et al., 2006). Uma possivel ruptura do cisto ou
oocisto poderia acarretar, ainda, na liberacdo de seu DNA e consequente
desnaturacao deste devido a acdo de DNAses, ricamente presentes no material
fecal, assim como outros importantes inibidores. Isto impossibilitaria a realizacdo de
técnicas moleculares de diagndstico e posterior sequenciamento (BINGHAM;
JARROLL JR; MEYER, 1979; INOUE et al., 2006; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

A julgar pelo numero de diferentes protocolos de extracdo de acido nucléico e
de amplificacdo utilizados no presente estudo para as amostras mantidas
congeladas previamente ao diagndstico molecular (grupo A), faz-se importante
ponderar a possibilidade de o congelamento in natura ter danificado as formas

infectantes dos protozoarios (cistos e oocistos).

Estudos desenvolvidos com o intuito de demonstrar a viabilidade de cistos de
Giardia e oocistos de Cryptosporidium submetidos a diferentes protocolos
comprovam que, apesar da expressiva resisténcia ambiental, existem fatores
capazes de influenciar negativamente a manutencdo da integridade dos micro-
organismos, sendo 0s principais as baixas e altas temperaturas e o longo periodo de
exposicao a estas (RHEE; PARK, 1996; KIM; HEALEY, 2001; EL MANSOURY et al.,
2004; NEUMAYEROVA; KOUDELA, 2008; REINOSO; BECARES; SMITH, 2008).

Fayer e Nerad (1996), procurando avaliar o efeito de baixas temperaturas na
viabilidade de oocistos de Cryptosporidium, submeteram oocistos de C. parvum a
diferentes protocolos de armazenamento, realizando, em seguida, inoculacdo
experimental em filhotes de camundongos imunossuprimidos. Foram considerados

viaveis 0s oocistos capazes de se multiplicar no tecido dos camundongos, atributo
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constatado por meio da visualizagcdo microscopica de estagios de desenvolvimento
do coccidio em cortes histologicos. Os oocistos foram considerados inviaveis apos

armazenamento a -15°C por 168 horas, a -20°C por 24 horas, bem como a -70°C por

uma hora. Os oocistos foram purificados previamente ao armazenamento.

Kim e Healey (2001) avaliaram a viabilidade de C. parvum submetido a
temperaturas de -20°C e -80°C por diferentes periodos (dois, sete e 30 dias) em
oocistos purificados e nao purificados (sendo estes armazenados na presenca de
fezes), suspensos em agua destilada, glicerina a 10% ou dicromato de potassio a
2,5%. Os melhores resultados de viabilidade e infetividade foram obtidos com os
oocistos armazenados a -20°C no material fecal, sendo que 11,7 a 34% dos oocistos
permaneceram viaveis apds o periodo maximo de armazenamento testado (30 dias).
Sob temperatura de -80°C, constatou-se que 0sS 00cistos se tornaram inviaveis ja no
periodo de dois dias, perante qualquer um dos métodos e conservantes utilizados na

pesquisa.

Morimoto et al. (2001) sugeriram, ainda, que o tempo de estocagem, mesmo
que em temperaturas ndo tao extremas, pode ser um fator crucial na conservacao
dos micro-organismos. Segundo Dickerson et al. (1991), cistos de Giardia
suspensos em solucdo salina tornam-se inviaveis apds poucos dias de

criopreservacao.

Tais estudos poderiam justificar os resultados insatisfatérios obtidos com as

amostras do grupo A, armazenadas a -80°C por periodos de até trés anos antes da

realizacdo do diagnostico molecular.

Ainda assim, considerando a possibilidade de os cistos e 0s oocistos
permanecerem integros (mesmo que com o potencial de infectividade reduzido ou
anulado) ap0s a estocagem e sabendo que a carga parasitaria de mamiferos
silvestres infectados por Giardia e/ou Cryptosporidium € significativamente menor
guando comparada a de mamiferos domésticos (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001;
FAYER; XIAO, 2008), técnicas diagndésticas de superior sensibilidade analitica foram
utilizadas no presente estudo. Neste contexto, optou-se pela Nested PCR, que além

de mais sensivel, contribui para a diluicdo de potenciais inibidores existentes no
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material fecal por incluir uma segunda etapa de amplificacdo (MCORIST; JACKSON;
BIRD, 2002).

Estudos relatam que a Nested PCR é o método mais adequado para a
amplificagdo de amostras com reduzidas quantidades de cistos de Giardia ou
oocistos de Cryptosporidium e, consequentemente, de material genético (GIBBONS;
AWAD-EL-KARIEM, 1999; MILLER; STERLING, 2007).

Miller e Sterling (2007) demonstraram alta sensibilidade da técnica na
amplificagdo de DNA de Giardia duodenalis em amostras cujos cistos foram
guantificados microscopicamente. Os resultados revelaram taxas de amplificacdo de
100% para amostras com 10, 7, 5 e 4 cistos, 94% para 3 cistos, 90% para 2 e 80%
para amostras com um Unico cisto, sendo estes acondicionados em solu¢do tampéao
e submetidos a cinco sessdes de congelamento e descongelamento previamente as

etapas de amplificagéo.

Entretanto, ndo foi 0 que se observou no presente estudo, no qual amostras
com até cinco cistos (amostras #55, #92, #234, #268, #273, #284 e #291) ou
oocistos (amostras #74, #90, #228, #234, #248 e #288) nao tiveram resultados
satisfatorios com a Nested PCR. Cabe ressaltar que as condicbes otimas de
manipulacdo de cistos no estudo de Miller e Sterling (2007) ndo condizem com as
situacdes reais de diagnostico, nas quais pode haver perda de cistos/oocistos em
varias etapas do processamento da amostra, desde o diagndstico microscopico até

o término dos protocolos de extracdo de DNA.

A obtengdo de resultados negativos na Nested PCR de amostras com
reduzida quantidade de oocistos de Cryptosporidium ou cistos de Giardia foi também
relatada por Huetink et al. (2001) e Silva (2010), estudos que corroboram com os
resultados descritos na pesquisa em tela. Deste modo, a combinacéo de resultados
positivos na microscopia e negativos na Nested PCR foi atribuida ao reduzido
namero de cistos e/ou oocistos presentes nas amostras avaliadas, para ambos 0s

protozoarios estudados.

Vale notar que, previamente a realizacdo do diagndstico molecular nas
amostras do grupo B, o diagndstico microscopico foi realizado por meio da técnica

de centrifugo-flutuacdo em solucdo hipersaturada de sacarose, que possibilita a
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concentracdo e purificacdo dos cistos e/ou oocistos dos protozoarios, separando-os
dos debris fecais e, consequentemente, favorecendo a sensibilidade diagnéstica de
técnicas moleculares aplicadas em seguida (DRYDEN; PAYNE; SMITH, 2006; EL-
NAGGAR et al., 2006; NAKAMURA et al., 2009).

A escolha dos genes alvo e iniciadores (primers) envolvidos nas reagdes de
amplificacdo sdo também de importancia fundamental para a sensibilidade e
especificidade de determinadas técnicas moleculares e, consequentemente, para o
sucesso das reacdes (WIELINGA; THOMPSON, 2007).

A amplificacdo do gene GDH para isolados de Giardia spp. permite a
diferenciacdo entre as sete linhagens genéticas principais (agrupamentos A a G) e
os subgrupos (Al, All, Blll e BIV) que compde a espécie designada como Giardia
duodenalis (WIELINGA; THOMPSON, 2007). Os primers utilizados no presente
estudo para amplificacdo deste gene, desenvolvidos por Souza et al. (2007)
demonstraram, ainda, superior desempenho quando comparados aos relatados por
Monis (1996), sendo este amplamente utilizado na caracterizacdo molecular do

agente em estudos anteriores (SOUZA, 2007).

Ja a amplificagcdo do gene B-giardina é especialmente indicada para a
distincdo entre os agrupamentos responsaveis pela infeccdo em humanos (A e B),
também detectados em amostras de animais, sendo 0s mais relevantes no contexto
zoonético da transmissdo do protozoario (CACCIO; DE GIACOMO; POZIO, 2002;
LALLE et al., 2005). Deste modo, infec¢cdes causadas pelos demais gendtipos do
parasita flagelado seriam pobremente identificadas por técnicas moleculares
baseadas na amplificacdo deste gene (BAQUE et al., 2011), o que corrobora com o
resultado negativo da Nested PCR com o gene B-giardina para o isolado de
cachorro-do-mato Cerdocyon thous, caracterizado como Giardia duodenalis genotipo
D no presente estudo, e cuja avaliacdo microscopica semiguantitativa revelou um

numero de cistos superior a 50 (“++++7).

Em paralelo, cabe ressaltar que ambos os genes utilizados (GDH e B-
giardina) sdo menos conservados e abrangem regifes polimoérficas capazes de
identificar e amplificar o DNA de isolados de Giardia duodenalis, mas sédo pouco

eficientes para distinguir outras espécies do género Giardia (WIELINGA;
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THOMPSON, 2007; BAQUE et al., 2011), como Giardia muris e Giardia microti,
ambas descritas em roedores e possivelmente responsaveis pela infeccdo nas
amostras #273 e #291, de rato-do-mato Oecomys mamorae, e #284 de rato-do-
espinho Clyomys laticeps, positivas na microscopia com “+” na avaliagao

semiquantitativa e negativas na Nested PCR para ambos os genes.

Para tanto, seria necessaria a aplicacdo do gene SSU rDNA, mais
conservado e, consequentemente, menos especifico. Entretanto, devido a sua
natureza altamente conservada, seu uso ndo permite a distingdo entre os diferentes
gendtipos de G. duodenalis, espécie mais esperada em infec¢cdes de mamiferos,
bem como apresenta dificil aplicacdo. Por estes motivos, seu uso foi gradativamente
substituido pelo do gene GDH, que demonstra expressivo sucesso na
caracterizacdo molecular de isolados de Giardia provenientes de amostras humanas
e de ampla variedade de mamiferos domésticos e silvestres (READ; MONIS;
THOMPSON, 2004).

No presente estudo, houve trés diferentes tentativas de amplificacdo do gene
SSU rDNA nas amostras positivas para Giardia spp. na microscopia e negativas nas
Nested PCR baseadas na amplificagdo dos genes GDH e B-giardina. Contudo, os
dados nédo foram incluidos nesta dissertacdo devido aos inconsistentes resultados
obtidos.

Por outro lado, para isolados de Cryptosporidium spp. o uso do gene SSU
rDNA demonstrou resultados expressivamente satisfatérios, proporcionando,
inclusive, o sequenciamento molecular e diferenciacdo interespecifica do protozoéario
para todas as amostras positivas na Nested PCR.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, nos quais a
comparagao entre GDH e B-giardina demonstrou distintas propriedades e moderada
concordancia, sugere-se, para a amplificacdo de isolados de Giardia spp., uma
abordagem multilocus, sustentada pela combinacéo de resultados de ao menos dois
diferentes genes.
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6.2 OCORRENCIA DOS PROTOZOARIOS EM MAMIFEROS NEOTROPICAIS

A dificuldade de controlar as variaveis de espécie, sexo, grupo etario, dentre
outras quando se lida com animais silvestres, especialmente de vida livre, € uma
limitante comum e, na maioria dos casos, inevitavel aos estudos desta natureza,
devendo ser ponderada desde o inicio (PAULA; FERREIRA, 2007). Geralmente,
tem-se uma amostragem desbalanceada, um problema inerente a estratégia de
coleta de amostras conforme viabilidade e conveniéncia (KAPS; LAMBERSON,
2004). Este estudo nao foi uma excecdo e a estratégia de amostragem por
conveniéncia foi a Unica abordagem viavel para maximizar o nUmero de amostras
analisado. Em razao disto, todas as comparacOes de prevaléncia aparente devem
ser consideradas levando-se em conta tal desbalanceamento amostral, e quaisquer
conclusdes devem ser ponderadas como preliminares e sugestivas, e hdo como

conclusdes definitivas.

Pode-se notar, por exemplo, que os animais de cativeiro foram, em sua
maioria, procedentes do bioma Mata Atlantica, enquanto as amostras coletadas in
situ compreenderam também animais da Amazbnia, Cerrado e Pantanal. Assim
sendo, comparagfes de ocorréncia entre cativeiro e natureza poderiam levar a falsa
interpretacdo de que a frequéncia dos parasitas decorre de diferencas no ambiente
cativo/natural, quando na verdade seria resultante de diferengas de suscetibilidade
entre espécimes de biomas distintos. A reciproca é também verdadeira, assim como
as demais explanacdes acerca das comparacOes entre quaisquer categorias, que

devem ser cautelosas.

Do ponto de vista ecoldgico, € importante ressaltar que a amostragem obtida
€ bastante expressiva quando se considera o nimero de espécies de mamiferos ao
gual se teve acesso (52 diferentes espécies), o0 que representa em torno de 8% das
aproximadamente 680 espécies conhecidas para o Brasil (REIS et al., 2006; REIS;
PERACCHI; SANTOS, 2008; REIS et al., 2011). Além disso, cabe observar que as
espécies amostradas sdo representantes de oito diferentes ordens da Classe
Mammalia, que possui 12 ordens de ocorréncia natural do pais, e em quatro dos
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seis biomas terrestres brasileiros (REIS; PERACCHI; SANTOS, 2008; BRASIL,

2010), o que faz do presente estudo bastante abrangente.

Considerando os fatores sobrecitados, os resultados obtidos para as
frequéncias de ocorréncia dos parasitas Giardia e Cryptosporidium no grupo B de
amostras foram considerados baixos e corroboram com um série de relatos da
literatura (BURTON et al., 2010; SHI et al., 2010; ABU SAMRA et al., 2011). Todavia,
conforme descrito anteriormente, os nimeros encontrados na bibliografia disponivel
sao bastante variaveis e ndo esta claro quais sdo 0s aspectos responsaveis por esta
expressiva variacdo (espécies hospedeiras, localizacdo geografica, preferéncias
alimentares, sazonalidade ou se seria um artefato decorrente das técnicas de
amostragem e diagnéstico utilizadas) (APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005).

Esta diferenca € evidente inclusive ao comparar a ocorréncia encontrada para
Cryptosporidium no grupo A de amostras fecais (34,90%), todas procedentes de
uma unica localidade (RBV, Itaipu Binacional, Foz do Iguacu, PR), e no grupo B
(4,22%), considerando somente as amostras desta mesma localidade (n=185).
Neste caso, os fatores “espécies hospedeiras”, “localizacdo geografica” e as demais
variaveis que derivem destes fatores principais (como guildas tréficas e biomas)
poderiam ser descartados. A variacdo de ocorréncia encontrada para o coccidio
ficaria a critério de outros aspectos, como sazonalidade ou técnicas de amostragem

e de diagnéstico aplicadas.

Cabe ressaltar que por se tratarem de amostras procedentes de animais
cativos na sua maioria, fatores como monitoramento parasitario do plantel e
suspeitas clinicas podem ter guiado a amostragem ao longo do periodo de trés anos
para as amostras do grupo A, cedidas para o presente estudo. Isto ndo ocorreu nas
amostras do grupo B, para as quais a amostragem foi pontual e envolveu 100% do
plantel de mamiferos silvestres mantidos na instituicdo (plantel do criadouro,
zoolégico e complexo hospital veterindrio — quarentendrio), bem como abrangeu a

coleta de amostras provenientes de animais de vida livre, que coabitam a regiéo.

Por outro lado, ao considerar todas as amostras do grupo B (n=343),
evidenciou-se que fatores como espécies hospedeiras, localizagdo geografica,

preferéncias alimentares e estratégias de uso do habitat podem ser caracteres
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significantes na epidemiologia dos protozoéarios Giardia e Cryptosporidium. Além
disso, notou-se que apesar de frequentemente pesquisados em paralelo em
decorréncia de uma série de caracteristicas similares, os referidos parasitas podem

ocorrer de maneiras divergentes em populacées de mamiferos silvestres.

No estudo da relacdo entre guildas troficas e a ocorréncia de dados
protozoarios, o0 habito especialista de frugivorismo foi considerado como
marginalmente significativo para a ocorréncia de Cryptosporidium. Esperava-se que
0 carnivorismo tivesse maior relevancia na transmissao dos protozoarios, visto que a
veiculacdo mecanica, por meio da ingestdo de presas infectadas, poderia ser um
fator indulgente (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001).

A relacdo entre a ingestao de certos itens na dieta alimentar e a ocorréncia de
determinados parasitas em espécies da fauna silvestre foi proposta por Bush et al.
(2001b). Os relatos de infeccdo por Cryptosporidium por meio da ingestdo de
alimentos contaminados com oocistos sdo comuns, sendo especialmente
relacionados a frutas e vegetais. No entanto, a maioria de tais descricées decorre da
contaminacdo ambiental de sitemas de agricultura por meio da irrigacdo com agua
contaminada com oocistos do coccidio (DUFFY; MORIARTY, 2003; BAJER, 2008;
FAYER; XIAO, 2008). Deste modo, a utilizacdo de agua contaminada para a
higienizacdo de alimentos poderia justificar os casos de infeccdo por
Cryptosporidium em espécimes frugivoros mantidos em cativeiro no estudo em tela.
Ja a contaminacdo de elementos utilizados na dieta de mamiferos frugivoros na
natureza poderia estar relacionada a dispersdo do micro-organismo por meio de
fémites, como invertebrados e aves (FAYER; XIAO, 2008), o que precisaria ser

avaliado com cautela.

De qualquer forma, a contaminacdo ambiental € predominantemente atribuida
a espécies zoondticas do coccidio, sendo dificilmente relacionada as espécies
hospedeiro-especificas do agente (ORTEGA-PIERRES et al., 2009b), e foram estas
as isoladas em todos os casos relatados no presente estudo. Sendo assim, se faz
necessario cruzar informacdes referentes as amostras positivas, de modo que seja
viavel demonstrar quais variaveis seriam mais relevantes para a ocorréncia do

protozoario, bem como aprofundar futuras pesquisas com este perfil.
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Segundo Wunderle Jr. (1997) os animais frugivoros sédo significativamente
importantes na regeneracdo de areas florestais degradadas, bem como na
manutencdo de determinados ecossistemas por atuarem como dispersores de
sementes. Deste modo, determinados impactos nas populacbes de animais
frugivoros podem implicar diretamente na conservacdo de toda a biodiversidade
local (GALETTI; PIZO; MORELLATO, 2004). Considerando a relevancia do papel de
animais frugivoros na manutencdo de paisagens e ecossistemas, vé-se como
extremamente apropriada a estratégia de adaptacdo de determinados parasitas a
este grupo de animais.

Quanto as espécies hospedeiras, o0 coccidio Cryptosporidium foi mais
prevalente em individuos da ordem Rodentia (resultado também avaliado como
marginalmente significativo). Estudos acerca da ocorréncia de Cryptosporidium em
populacdes de roedores, ordem de mamiferos mais abundante e ubiqua, relatam
gue estes poderiam representar importantes dispersores do coccidio, sendo
frequentemente descritos como reservatorios para a criptosporidiose humana e
animal (BAJER; BEDNARSKA; SINSKI, 1997, 2001). Mais de 40 espécies da ordem
Rodentia das familias Cricetidae, Erethizontidae, Myocastoridae, Caviidae,
Sciuridae, Muridae, Castoridae, Geomyidae, Hystricidae, Chinchilidae, dentre outras
ja foram relatadas como hospedeiras de Cryptosporidium spp. (FAYER; XIAO, 2008;
FENG et al., 2011), podendo ser infectadas tanto por espécies zoondticas (como C.
parvum), quanto por espécies (C. muris) e genotipos (Cryptosporidium mouse
genotype I, etc) especificos do agente (FENG et al., 2011). Segundo Torres et al.
(2000), o protozoario ocorre em roedores mesmo em areas ndo coabitadas por

humanos ou animais domésticos.

No presente estudo, foi significativamente maior a ocorréncia deste mesmo
protozoario em animais de habito semiaquético (12%), o que poderia ser facilmente
justificado pela importancia da contaminacdo ambiental e relevancia da veiculagéo
hidrica na disseminagdo do micro-organismo (SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001;
ORTEGA-PIERRES et al., 2009b). Assim sendo, a coexisténcia e estreita relacdo
entre parasita e hospedeiro no mesmo ambiente poderiam favorecer o processo de

adaptacao.
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O numero de espécimes de habito semiaquatico positivos para Giardia foi
também elevado (10%), todavia considerado ndo significativo. As principais espécies
envolvidas nesse contexto foram capivara Hydrochoerus hydrochaeris (5/41),
positivas para Cryptosporidium, e ratdo-do-banhado Myocastor coypus (7/12),

positivas para Giardia.

Quanto a espécie Myocastor coypus, compete acrescentar a informagédo de
gue relatos recentes sugerem a possibilidade desta ter sido introduzida no estado de
Sédo Paulo (REIS et al.,, 2011), ndo correspondendo a mastofauna natural desta
localidade. Isto desclassificaria as duas amostras procedentes de individuos desta
espécie como de origem in situ quando coletadas no referido estado, conforme os
critérios adotados para categorizagcdo das amostras (subitem 4.1.1). Contudo, tal
informacéo é considerada inconsistente e é baseada na falta de registros anteriores
da espécie no estado (REIS et al.,, 2011). Sendo assim, devido ao significativo
namero de amostras procedentes de individuos da espécie ratdo-do-banhado
Myocastor coypus positivos para 0s parasitas estudados, especialmente para
Giardia spp., em outras localidades, as duas amostras obtidas por meio de exame
necroscopico de Myocastor coypus oriundos da Serra do Mar do estado de Sé&o
Paulo (bioma Mata Atlantica) foram mantidas no presente estudo como amostras in

situ. Ambas foram negativas para os protozodrios sob diagndstico microscépico.

Assim como no estudo de Torres et al. (2000), fatores intrinsecos
relacionados aos espécimes amostrados, como sexo e grupo etario, ndo foram
significativos para a ocorréncia dos parasitas. Contudo, os resultados obtidos
sugerem que individuos filhotes sdo aparentemente mais suscetiveis a infec¢do por
Cryptosporidium (33%), o que ndo se observou nos casos positivos para Giardia
(0%).

A evidéncia de que Giardia ocorre com maior assiduidade em animais cativos,
enquanto Cryptosporidium foi mais prevalente em espécimes amostrados na
natureza (resultados estes considerados marginalmente significativos) estd em
desacordo com os relatos encontrados em literatura, para os quais o ambiente cativo
seria favoravel para a disseminagdo de ambos os parasitas (APPELBEE;
THOMPSON; OLSON, 2005; FENG, 2010). Tal evento poderia decorrer do

desequilibrio amostral, em contrapartida, fatores como localizacdo geografica,
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espeécies hospedeiras e interface com humanos e mamiferos domésticos devem ser

conjuntamente considerados, e serdo abordados a seguir, nos subitens 6.4 e 6.5.

A ocorréncia segundo os locais de coleta foi bastante equilibrada para as
areas cuja amostragem foi superior a cem amostras (3 e 4,22% para
Cryptosporidium spp. e 4 e 6,33% para Giardia spp. na PCH Anhanguera e Reflgio
da Itaipu Binacional, respectivamente). Ja os resultados obtidos para a Fazenda
Nhumirim, Pantanal, MS, foram evidentemente superiores (8% para Cryptosporidium
spp. e 12% para Giardia spp.), sugerindo uma aparente maior ocorréncia para
ambos os protozoarios. Tal evento poderia ser um artefato da amostragem, bem
como estar relacionado a aspectos ecolégicos e ambientais da localidade, sendo
atribuido, por exemplo, ao fato de a coleta de amostras ter ocorrido em periodo de
seca, no qual o acesso a agua pelos animais se restringe a pequenas baias naturais
e piletas artificiais oferecidas pelos produtores ao gado, o que poderia refletir no
adensamento de cistos/oocistos nas fontes de agua e consequente maior risco de

infeccao.

Quanto aos achados referentes a carga parasitaria, o fato de esta ser mais
elevada em animais cativos nao foi surpreendente, visto que tal ambiente e a
cronicidade da exposicdo aos agentes parasitarios propiciam a manutencdo destes
no plantel. Deve-se lembrar que a excrecdo de cistos/oocistos nas fezes dos
individuos infectados ocorre de maneira intermitente, de modo que uma amostragem
periodica do plantel ilustraria mais fielmente o perfil da eliminac@o de parasitas pelos

hospedeiros.

6.3 CASO PARTICULAR: BUGIO-PRETO Alouatta caraya (AMOSTRAS #21 E
#296)

Alguns primatas ndo humanos, especialmente os do género Alouatta, sédo
aparentemente mais sensiveis as infec¢cdes por Giardia do que animais de outras
ordens. Os casos de infeccdo assintomatica sdo bastante comuns, entretanto, em

situacdes de estresse e imunossupressao, estes animais podem apresentar severos
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guadros clinicos. Sinais clinicos ja observados envolvem marcante diarréia, apatia,
letargia, fragueza, desidratacdo intensa, perda gradativa de peso e anorexia
(SAMUEL; PYBUS; KOCAN, 2001; GENOY-PUERTO et al., 2010).

Casos de 6bito em bugio-preto Alouatta caraya decorrentes de infec¢do por
protozodrios gastrointestinais (Giardia sp. e Entamoeba sp.) foram descritos em
animais mantidos em observacao durante trés a cinco meses apos captura, sendo

esta decorrente de programa de resgate de fauna (GENOY-PUERTO et al., 2010).

As amostras identificadas com os numeros #21 e #296 no presente estudo
foram provenientes de um mesmo individuo de bugio-preto Alouatta caraya, uma
fémea jovem procedente da ADA da PCH Anhanguera, localizada nos municipios de
S&o Joaquim da Barra e Guarg, SP. A amostra de numero #21 foi coletada in situ,
durante o monitoramento e captura do individuo em natureza. J4& a amostra de
namero #296 foi coletada ex situ, semanas apés a captura do individuo, mantido sob
observacdo no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) provisorio,
sustentado pela instituicdo responsavel pela construgcdo da pequena central

hidrelétrica.

Segundo os resultados obtidos com o diagndstico microscopico realizado por
meio da técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo hipersaturada de sacarose,
compativeis com os resultados do diagndstico molecular (Quadro 7, subitem 5.2.3),
0 animal apresentava o protozoario Giardia spp. nas fezes no momento da captura
(amostra #21), quando foi considerado assintomatico. Da mesma forma, o
protozoario flagelado foi novamente detectado na amostra ex situ, de nimero #296.
O animal veio a 6bito depois de 144 dias de cativeiro, ap0s observacao de severo

guadro clinico compativel com doenca gastroentérica.

Tal relato é sugestivo de que, em natureza, a relacdo entre parasita e
hospedeiro ocorra de forma equilibrada, sendo a origem da doenca provavelmente
derivada do estresse e consequente imunossupressao provocados pela manutencéo

do animal em cativeiro.

Por se tratar de uma doenca diretamente relacionada a imunocompeténcia do
hospedeiro, cabe destacar a importancia das condicdes de manejo em cativeiro e da

estrutura fisica de recintos, pois tais fatores podem favorecer ndo somente a
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disseminacdo e manutencdo do protozoario no ambiente, como sdo capazes de
induzir processos imunossupressores cujas consequéncias poderiam envolver o
aparecimento de manifestacdes clinicas da giardiose e consequente O6bito
(APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005; THOMPSON; LYMBERY; SMITH, 2010).

6.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR E INFERENCIAS FILOGENETICAS

Os relatos de infec¢cdes por Giardia e/ou Cryptosporidium em mamiferos
silvestres abrangem um amplo nimero de espécies por todo o mundo, incluindo uma
série de descricbes em animais da mastofauna brasileira, como gato-maracaja
Leopardus wiedii (OLIVEIRA et al., 2008), ourigo-cacheiro Coendou villosus, rato-do-
mato Akodon sp. (LALLO et al., 2009), prea Cavia aperea aperea (GRESSLER et al.,
2010), veado-catingueiro Mazama gouazoubira (REGINATTO et al., 2010), gamba-
de-orelha-branca Didelphis albiventris (ZANETTE et al.,, 2008), lobo-guara
Chrysocyon brachyurus (GILIOLI; SILVA, 2000), macaco-prego Cebus apella, sagui-
do-tufo-branco Callithrix jacchus, sagui-do-tufo-preto Callithrix penicillata (DA SILVA
et al., 2008), dentre outros. Contudo, tais relatos ndo abrangem a caracterizagéo
molecular e identificacdo de espécies e genoétipos dos agentes, o que restringe as
especulacdes a respeito do ciclo epidemioldgico e importancia de espécies silvestres

na transmissdo zoonaotica dos protozoarios.

Estudos envolvendo a genotipagem de isolados de Giardia e/ou
Cryptosporidium em espécies silvestres brasileiras sdo bastante recentes e
escassos e, em sua maioria, relatam a maior ocorréncia de genotipos zoonoéticos
dos parasitas (MEIRELES et al., 2007; SOUZA, 2007; VOLOTAO et al., 2008;
SOARES et al., 2011).

No presente trabalho, os isolados de Giardia spp. foram compativeis com
genotipos amplamente descritos na literatura, sendo predominante o gendtipo Al,
considerado zoonoético. Este foi isolado de quatro diferentes espécies de mamiferos
silvestres: ratdo-do-banhado Myocastor coypus, bugio-preto Alouatta caraya,

jaguatirica Leopardus pardalis e anta Tapirus terrestris. O isolado de cachorro-do-
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mato Cerdocyon thous demonstrou 100% de identidade com o gendtipo D, ndo
zoondtico e amplamente relatado na infeccdo de cdes domésticos (SILVA, 2010).
Todos os individuos a que se referem estes resultados foram de origem ex situ e

procedentes do Reflgio Biologico Bela Vista, Itaipu Binacional, Foz do Iguacu, PR.

A identificacdo de Giardia duodenalis gendtipo D na amostra de cachorro-do-
mato Cerdocyon thous sugere que esta espécie é suscetivel ao mesmo grupo
genético especifico do cdo doméstico. Deste modo, certos gendtipos do protozoario
poderiam apresentar especificidade direcionada a determinados grupos de
hospedeiros (como por exemplo, por canideos), enquanto outros aparentemente sao

mais generalistas (gendtipo Al).

As amostras provenientes de animais de vida livre e positivas para Giardia
spp. tanto na microscopia quanto na Nested PCR ndo apresentaram resultados
satisfatorios no sequenciamento molecular, o que restringe as especulacdes sobre o

potencial zoonético destes isolados.

Os isolados de Cryptosporidium demonstraram elevada identidade com
gendtipos ndo zoonoticos e espécimes provenientes de localidades semelhantes
apresentaram genétipos diferentes do coccidio. Foi o caso de rato-do-mato
Oecomys cf. catherinae, positivo para Cryptosporidium wrairi, € bugio-preto Alouatta
caraya, positivo para Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV, ambos
procedentes da ADA da PCH Anhanguera, S&o Joaquim da Barra e Guara, SP. Tal
resultado poderia sugerir que, no caso deste protozoario, a espécie hospedeira pode

ser mais relevante para a infeccdo do que a procedéncia do animal.

Cryptosporidium sp. rat genotype Ill foi descrito por Lv et al. (2009) em
roedores silvestres das espécies Rattus norvegicus e Rattus tanezumi na China.
Segundo estes mesmos autores, Cryptosporidium sp. rat genotype Il e |l
apresentam respectivamente 97,1% e 96,6% de similaridade genética com o rat
genotype |, o gendtipo de Cryptosporidium cujo parentesco com esses € mais
proximo. Entre si, rat genotype Il e lll sdo 98,8% similares. Inferéncias filogenéticas
com os trés genodtipos previamente citados sustentam seu agrupamento em um
clado claramente separado de outras espécies e genotipos de Cryptosporidium (LV

et al., 2009). Na pesquisa em tela, o isolado de macaco-parauacu Pithecia sp.,
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espécie arboricola e frugivora da Amazoénia, apresentou 98% de identidade com

Cryptosporidium sp. rat genotype lIl.

Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV foi descrito por Xiao et al. (2002)
e, embora isolado de roedores, apresenta parentesco mais proximo aos genotipos
Cryptosporidium pig genotype e Cryptosporidium cervine genotype, este ja isolado
de amostras humanas (XIAO et al., 2002; WONG; ONG, 2006). O coccidio presente
na amostra #293, de bugio-preto Alouatta caraya, espécie arboricola e
folivora/frugivora, procedente de area de Cerrado e mantido provisoriamente em
cativeiro, apresentou 98% de identidade com o genétipo Cryptosporidium sp. deer

mouse genotype IV.

Cryptosporidium wrairi foi descrito pela primeira vez em 1966, no hospedeiro
porquinho-da-india Cavia porcellus (JERVIS; MERRILL; SPRINZ, 1966), recebendo
tal designacdo anos depois, em 1971 (VETTERLING et al., 1971; VETTERLING;
TAKEUCHI; MADDEN, 1971). Um estudo desenvolvido na China com isolados de
Cryptosporidium procedentes de oito espécies de roedores silvestres, trés de
laboratorio e nove de mascotes domeésticos evidenciou a ocorréncia de
Cryptosporidium wrairi somente nesse mesmo hospedeiro (porquinho-da-india Cavia
porcellus), descrevendo uma prevaléncia de 85%. Os demais roedores
apresentaram, em sua maioria, genétipos especificos do agente (LV et al., 2009).
Pesquisas similares descrevem a ocorréncia da espécie em outros hospedeiros,
todavia, por meio da técnica molecular de RFLP-PCR. E o caso do relato em ourigo-
cacheiro da familia Erinaceidae, espécie Erinaceus europaeus, mantido em centro
de reabilitacdo na Alemanha (DYACHENKO et al., 2009), e em amostras de bovinos
e humanos no Ird (AZAMI et al., 2007). Entretanto, a técnica de RFLP-PCR pode
agrupar genétipos distintos de Cryptosporidium de maneira mais generalista,
levando a interpretacfes equivocadas a respeito dos vinculos epidemiolégicos entre
parasitas e hospedeiros (ATWILL et al., 2004). Estudos de renomados autores
relatam que o isolamento de Cryptosporidium wrairi somente foi reconhecido em
porquinho-da-india Cavia porcellus até o presente momento, caracterizando a
espécie como hospedeiro-especifica (FAYER; XIAO, 2008; FAYER, 2010).

No presente estudo, as sequéncias génicas de isolados de Cryptosporidium

procedentes das espécies rato-do-mato Oecomys cf. catherinae (#05), ratdo-do-
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banhado Myocastor coypus (#246), cuica Monodelphis domestica (#289) e capivara
Hydrochoerus hydrochaeris (#434, #440, #445, #451, #455) demonstraram 98% de
identidade com a espécie Cryptosporidium wrairi. O Unico relato semelhante foi de
Atwill et al. (2004), que referiram a ocorréncia de um genoétipo do coccidio em
esquilo-terrestre Spermophilus beecheyi, familia Sciuridae, na Califérnia, cuja

identidade com Cryptosporidium wrairi foi de 96%.

Os resultados obtidos por meio das inferéncias filogenéticas para os isolados
de Cryptosporidium e gendtipos similares descritos em literatura demonstraram
estreitas relacdes de parentesco sustentadas por consistentes valores de bootstrap.
Estudos semelhantes relatam que as sutis diferencas encontradas nas sequéncias
génicas, como insergdes e substituicdes, poderiam ser suficientes para propor novos
genotipos do protozoario (ATWILL et al., 2004; ORTEGA-PIERRES et al., 2009b).

Xiao et al. (2002) sustentam a hipétese de que, devido as relacdes
filogenéticas encontradas dentre as diferentes espécies e genoétipos de
Cryptosporidium, o protozoario apresenta uma adaptacdo a diferentes espécies
decorrente da coevolucdo entre parasita e hospedeiros. Segundo 0s mesmos
autores, determinadas espécies do coccidio, como Cryptosporidium parvum, eram
originalmente parasitas de roedores, expandindo evolutivamente seu leque de

hospedeiros para bovinos e, posteriormente, para humanos.

Com base nestas hipoteses, o estudo da coevolucdo entre parasitas e
hospedeiros se faz importante ndo somente para determinar a taxonomia dos
protozoarios, mas para esclarecer relacdes capazes de elucidar os possiveis riscos
a saude publica, animal e ambiental decorrente da ténue interface observada
atualmente entre homens, animais domésticos e animais silvestres (BUSH et al.,
2001b; GRACZYK, 2002; XIAO et al., 2002).

Tanriverdi et al. (2008) defendem, ainda, a hipotese de que a ocorréncia de
populacdes geneticamente distintas do protozoario pode derivar de um tipo de
especiacdo alopatrica nas populagdes do coccidio Cryptosporidium, sendo
favorecida por barreiras geogréficas, o que deve ser levado em consideracdo na
avaliagcao dos resultados obtidos no estudo em tela.
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O diagnostico e a caracterizacdo molecular dos isolados de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. procedentes de mamiferos neotropicais compreendidos no

presente estudo revelaram que este se trata do primeiro relato de:

v' Giardia duodenalis genoétipo Al em ratdo-do-banhado Myocastor coypus,
bugio-preto Alouatta caraya, jaguatirica Leopardus pardalis e anta Tapirus

terrestris;

v' Cryptosporidium spp. em rato-do-mato Oecomys cf. catherinae, ratdo-do-
banhado Myocastor coypus, cuica Monodelphis domestica e macaco-
parauacu Pithecia sp.;

v' Genodtipos similares a Cryptosporidium wrairi, Cryptosporidium sp. rat

genotype lll e Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV no Brasil.

6.5 IMPLICACOES PARA A SAUDE PUBLICA, ANIMAL E AMBIENTAL

Os achados obtidos com a caracterizacdo molecular de isolados de Giardia
duodenalis procedentes de mamiferos neotropicais cativos revelaram a
predominante ocorréncia do gendtipo Al, frequentemente relatado em amostras de
procedéncia humana e, consequentemente, considerado de elevado potencial

zoondtico. Tal resultado poderia sustentar as seguintes hipoteses:

a) A infeccdo em mamiferos silvestres mantidos em cativeiro poderia estar
intimamente relacionada ao estreito contato com o0 homem, o0 que precisaria
ser averiguado por meio da avaliacdo de amostras humanas na mesma
localidade, especialmente de tratadores e técnicos responsaveis pelo manejo
do plantel,

b) A infeccdo em mamiferos silvestres cativos pode estar intimamente
relacionada a contaminacdo ambiental, especialmente atribuida a presenca
de cistos do protozoario na agua oferecida como bebida e utilizada na
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higienizacdo de recintos, o que precisaria ser investigado por meio da

avaliacdo de amostras ambientais;

c) A infeccdo em mamiferos silvestres mantidos em cativeiro poderia estar
relacionada tanto a influéncia antropica quanto a contaminacdo ambiental,
todavia, devido a relativamente baixa ocorréncia encontrada para o
protozoario no plantel (6,33%), outros fatores, como espécies hospedeiras e

estado imunolégico de cada individuo, podem estar envolvidos.

Tais suposicfes sugerem que a influéncia antrépica pode representar um
relevante papel na transmisséo de parasitas para animais silvestres, o que corrobora
com uma série de relatos de literatura para outros agentes (DASZAK;
CUNNINGHAM, 2002; MANGINI; SILVA, 2007). Entretanto, a via inversa de
transmissdo do protozoario flagelado Giardia spp. (de animais silvestres para
humanos) também deve ser ponderada, pois representa um potencial risco a saude

publica.

hY

Por outro lado, fatores relacionados a adaptacdo entre parasitas e
hospedeiros em vida livre, bem como os diferentes mecanismos de especiagao

podem estar envolvidos no processo de infec¢éo de diversas espécies silvestres.

No presente estudo, por exemplo, foram mais prevalentes os genotipos
hospedeiro-especificos de Cryptosporidium sp. em animais de vida livre,
evidenciados mesmo em areas de reduzida influéncia antropica (amostra #233,

procedente de primata neotropical da Amazonia).

Deste modo, a importancia de mamiferos neotropicais na epidemiologia de
tais protozooses e 0s consequentes riscos inerentes a saude humana, animal e

ambiental ndo devem ser negligenciados.

O desenvolvimento de estudos de epidemiologia molecular dos referidos
protozoarios em mamiferos silvestres sdo essenciais para definir a gama de
hospedeiros, o potencial zoondtico e a ecologia de espécies ja conhecidas e de

novas espeécies e genotipos de tais parasitas nestes hospedeiros (FENG, 2010).
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A concretizagdo de pesquisas nesta area € particularmente importante em
locais nos quais as interacdes entre animais silvestres, domésticos e humanos séo
bem compreendidas e o ecossistema é bem definido, devendo envolver amostras de
seres humanos, animais silvestres, animais domésticos, bem como amostras de

origem ambiental.



_ l&l,z ‘

CONSIDERACOES FINAIS

’“*"11‘} =y T
g F N

L ¥ A &
2 ¥, LT

are




Considgracdes Pinais 147

.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu avaliar a ocorréncia de dois importantes
protozoarios oportunistas, Giardia e Cryptosporidium, em diferentes populacdes de

mamiferos neotropicais e frente a diversas variaveis.

Foi possivel evidenciar que a preservacdo de amostras pode representar um
importante fator para a confiabilidade dos resultados de técnicas moleculares. A
solucdo de dicromato de potassio a 2,5% a 4°C aparentemente demonstrou
melhores atributos como conservante das formas infectantes dos parasitas no
material fecal do que o congelamento in natura a -80°C. Todavia, outros fatores,
como métodos de diagndstico microscopico, tempo de conservacdo e concentracdo

de cistos/oocistos nas amostras avaliadas, podem estar envolvidos.

Este quesito, em particular, demonstrou ser relevante ao sucesso de métodos
moleculares de diagnéstico, mesmo quando por técnicas de elevada sensibilidade
analitica, como a Nested PCR. Tal método evidenciou resultados falsamente
negativos em amostras classificadas semiquantitativamente como “+”, ou seja,
amostras nas quais 0 numero de cistos/oocistos observados na avaliagcdo

microscopica foi igual ou inferior a cinco.

Do mesmo modo, a escolha de genes e iniciadores para as reagbOes de
amplificagdo molecular é de categorica importancia. O emprego do gene SSU rDNA
para amplificacdo de isolados de Cryptosporidium spp. foi considerado satisfatoério.
Para isolados de Giardia spp., a combinagcédo dos resultados obtidos com o uso dos
genes GDH e [-giardina revelou moderada concordancia. Sugere-se que 0
diagnostico de tais micro-organismos por técnicas moleculares seja baseado em

uma abordagem multilocus, especialmente para isolados de Giardia spp.

Os resultados obtidos para a prevaléncia aparente dos protozoarios em

diferentes populacdes de mamiferos neotropicais evidenciaram que aspectos
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ecoldgicos (como habitat, guilda tréfica e estratégias de uso do ambiente), bem
como a classificacdo taxondémica do hospedeiro, podem favorecer os mecanismos
pelos quais ocorre a infeccdo nestes animais. De acordo com as informacdes
obtidas, tais fatores poderiam ser mais relevantes para a ocorréncia da infeccdo em
mamiferos silvestres do que atributos como sexo, grupo etario e sazonalidade, o que
precisaria ser averiguado por meio de futuras pesquisas dessa natureza e com

grupos amostrais previamente uniformizados.

Cryptosporidium spp. foi mais prevalente em mamiferos de vida livre (7%),
frugivoros especialistas (19%) e em espécies da ordem Rodentia (10%), resultados
considerados marginalmente significativos de acordo com os critérios padronizados
para a andlise estatistica dos dados. Foi considerada significativa a predominante
ocorréncia deste coccidio em mamiferos silvestres de habito semiaquatico (12%).

Para isolados de Giardia spp., os maiores indices de positividade foram
encontrados em animais cativos (9%), resultado considerado marginalmente
significativo. Considerando a amostragem total para cada variavel, o protozoario
flagelado foi mais prevalente no bioma Pantanal (12%), bem como em animais
semiaquaticos (10%), entretanto, tais resultados ndo foram significativos

estatisticamente.

Estudos envolvendo a caracterizacdo molecular de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em diferentes espécies hospedeiras sdo essenciais para se
compreender o ciclo epidemiolégico dos agentes, bem como para sugerir as
possiveis vias de transmissdo entre diferentes hospedeiros e o potencial zoonético

de determinadas espécies e genotipos.

A caracterizacdo molecular de isolados de Giardia spp. no estudo em tela
revelou a presenca de Giardia duodenalis genoétipo Al em ratdo-do-banhado
Myocastor coypus, bugio-preto Alouatta caraya, jaguatirica Leopardus pardalis e
anta Tapirus terrestris; e de Giardia duodenalis genétipo D em cachorro-do-mato

Cerdocyon thous; todos animais cativos mantidos na mesma instituicao.

A identificacdo molecular e as inferéncias filogenéticas de isolados de
Cryptosporidium spp. evidenciaram a ocorréncia de gendétipos de elevada identidade

(98%) e intimo parentesco com isolados homologos relatados em literatura, sendo:
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Cryptosporidium sp. rat genotype Ill isolado em macaco-parauacu Pithecia sp.,
espécie arboricola e frugivora da Amazbnia; Cryptosporidium sp. deer mouse
genotype IV em bugio-preto Alouatta caraya, espécie arboricola e folivora/frugivora
procedente de area de Cerrado e mantido provisoriamente em cativeiro; e
Cryptosporidium wrairi em roedores rato-do-mato Oecomys cf. catherinae, ratdo-do-
banhado Myocastor coypus e capivara Hydrochoerus hydrochaeris e no marsupial
cuica Monodelphis domestica, predominantemente em vida livre e em trés diferentes

biomas (Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal).

Os achados referentes ao protozoario Cryptosporidium spp. revelaram que os
gendtipos identificados sdo semelhantes, porém nado idénticos aos descritos em
literatura, o que sugere que a infeccdo nas espécies de mamiferos neotropicais
positivas no presente estudo possa decorrer de gendétipos especificos, ainda nao

descritos em outros hospedeiros ou em outras localidades.

De uma forma geral, notou-se que a influéncia antropica pode representar um
relevante papel na transmissédo dos referidos parasitas para animais silvestres, que,
por outro lado, podem albergar gendtipos hospedeiro-especificos dos agentes

mesmo em areas de baixa interferéncia humana.

Ponderando o fato de que mamiferos neotropicais podem ser hospedeiros de
gendtipos zoondticos de Giardia duodenalis, sugere-se que esses sejam
considerados potenciais transmissores para outras espécies hospedeiras e,

conseguentemente, representantes de risco a saude publica, animal e ambiental.

Todavia, mecanismos de adaptacdo entre parasitas e hospedeiros e
diferentes formas de especiacdo devem ser considerados em futuros estudos.
Sugere-se gue estes sejam realizados em areas nas quais as relacbes entre
humanos, espécies domésticas e espécies silvestres sejam bem conhecidas,

envolvendo amostras de diferentes hospedeiros, bem como amostras ambientais.
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