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RESUMO

MARINE, Geisi Ferreira. Estudo de MexilhesPerna perna diagnosticados com
Cryptosporidiumspp. destinados ao consumo humano indicando cordeéo ambiental.
2012. 101 p. Tese (Doutorado em Ciéncias VetedsaRarasitologia Veterinaria). Instituto
de Veterinéria, Departamento de Parasitologia Weiea, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

O géneroCryptosporidiumpossui espécies capazes de infectar varios haspeadmimais,
tanto domésticos quanto silvestres e também o hosemdo a Unica forma de transmissédo a
ingestdo de oocistos, que pode ocorrer atravéguka € alimentos contaminados. Fontes de
contaminagdo tais como a drenagem hidrica das f@zesnimais, o uso de fertilizantes
organicos e o lancamento de esgotos parcialmenté@iratados favorecem a contaminacéo
de varios ambientes aquaticos por este protoz@agoe 0s oocistos sédo eliminados nas fezes
dos hospedeiros. Nos mares a presendargetosporidiumspp. compromete a qualidade do
pescado, como por exemplo mexilh&sna pernapresentes na costa brasileira. O trabalho
teve como objetivos: diagnosticar e caracterizaneieamente a(s) espécie(s) e/ou
gendtipo(s) deCryptosporidiumem mexilh6eserna pernaextraidos de costdes rochosos de
duas localidades, Lage Preta e Praia do Saco, micidio de Mangaratiba, Estado do Rio de
Janeiro; realizar o sequienciamento e analises efiléiicas, incluindo o depdésito das
sequéncias d€ryptosporidiumno GenBank; correlacionar a presenca do protoza@no o
indice de precipitacdo pluviométrica da regido takedecer possiveis riscos da ingestao dos
mexilhdes, através da identificacdo de gendtipels) espécie(s) com potencial zoonotico.
Foram realizadas coletas mensais de marco de 2G89eeiro de 2010, totalizando 12
coletas. A cada coleta foram separados 30 anineaada local e divididos em trés grupos
com 10 animais cada, totalizando 72 amostras. &aemalises, o DNA extraido dos tecidos
dos mexilhdes foi utilizado na amplificacdo dasiéagias dd8SSU rRNAtraves da técnica
Nested-PCR. Para a identificacdo de espécies o$icangp foram sequienciados. Durante
todos os meses estudados foi possivel diagnosiitanstras de mexilhdeBerna perna
positivas paraCryptosporidiumde pelo menos um dos locais estudados. Foi pbssive
identificacdo de trés espéci€s andersoniC. meleagridise C. parvumnas amostras obtidas
de mexilhdes dos dois locais, através da observde&imilaridades quando comparadas as
sequéncias ja existentes no GenBank. A analisdstgta mostrou que ndo houve influéncia
da chuva ou da falta desta sobre a positividade atasstras de mexilhdes para
Cryptosporidium,de ambos os locais. Com os resultados obtidos, lWese que ha
probabilidade de contaminacdo humana através dsstéy de mexilhdes provenientes da
regido estudada.

Palavras-chave:CryptosporidiummexilhdoPerna pernadiagnéstico molecular, filogenia,
epidemiologia.



ABSTRACT

MARINE, Geisi Ferreira. Study Mussels Perna perna diagnosed with Cryptaipor spp.
intended for human  consumption indicating environtae contamination.
2012. 101p Thesis (Ph.D. in Veterinary Science,eleary Parasitology). Institute of
Veterinary, Department of Veterinary Parasitologyniversidad Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The Cryptosporidiumgenus has species capable of infecting various &osnals, both
domestic and wild as well as man, and the only teatyansmit the infective oocysts intake,
which can occur through the contaminated food aatkr Sources of contamination such as
water drainage of the animal faeces, the use danicgfertilizers and the release of part or
untreated sewage contamination favor of variousa@g@nvironments by this parasite since
the oocysts are eliminated in the feces of the. leshe seas the presenceCoyptosporidium
spp. directly affects the quality of fish such asssels present in the Brazilian coast and is
therefore limiting the consumption of food. Thedstiaimed to: diagnose and characterize
genetically type (s) and / or genotype (s) of Cogporidium in mussels taken from rocky
shores at two locations, Lage Preta and Saco’shBeathe Mangaratiba city, State of Rio
de Janeiro, performing the sequencing and phyldgenaealyzes, including the deposit of
Cryptosporidium sequences from GenBank, to coeela¢ presence of the parasite with the
index of rainfall in the region and to establistsgible risks of eating mussels, by identifying
the genotype (s) and / or specie (s) with zoonptitential. Were collected monthly from
March 2009 to February 2010 totaling 12 samplegirgudata collection, 30 animals were
separated from each location and divided into tlyeeips of 10 animals each, totaling 72
samples. For the analyzes, the DNA extracted frmsués of mussels was used in the
amplification of sequencel8SSU rRNAy nested-PCR technique. For species identifinatio
the amplicons were sent for sequencing. Duringtla#l study samples was possible to
diagnose musselSryptosporidiumpositive for at least one of the study sites. dsvpossible

to identify three specie€. andersoni, C. meleagridiand C. parvumin samples obtained
from two locations of mussels, by observing theilsinty when compared to existing
sequences in GenBank. It is possible the occurre@fickuman cryptosporidiosis by the
consumption of mussels, raw or partially cookednfrthe city of Mangaratiba. Statistical
analysis showed no influence of rain in positiviof the samples of mussels for
Cryptosporidium. With these results we concludé thare is likelihood of human exposure
through ingestion of mussels from the region stidie

Key Word: Cryptosporidium mussels, molecular diagnosis, phylogeny and egmegy.
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ANEXOS

ANEXO A - Alinhamento das sequéncias das 15 amostras déh@esd®erna pernapositivas
para Cryptosporidium,através da amplificacdo do get8SSUrRNAa partir das sequencias
depositadas no GenBarde C. meleagridis,C. parvume C. andersoni respectivamente:
AF112574, AF164102 e AY954885. Onde * indicam poeg; totalmente conservadas;
indica conservacao entre os grupos de propriedssléste semelhancgajndica conservacao
entre grupos de propriedades de fraca semelhan g indica polimorfismo entre

2 especies; indica polimorfismo entre as 3 a@spgdbases em vermelho: mudancas
intraespecificas; Bases em cinza: mudancgas iINETHEERS. ..........oocvvveiiieerniiiiieee e e 85



1 INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos o protozoa@ryptosporidiumtem merecido especial atencdo
em varias regibes do mundo, por ser infectante padividuos que apresentam
imunodepressdo, como aqueles que sofreram tratsplale o6rgdos e ingerem drogas
imunodepressoras por longos periodos e os poradi@meSindrome da Imunodeficiéncia
adquirida Humana (SIDA).

O géneroCryptosporidiumpossui espécies capazes de infectar varios haspede
animais, tanto domésticos quanto silvestres e tambéhomem, sendo a Unica forma de
transmissao a ingestao de oocistos infectantespoge ocorrer através da agua e alimentos
contaminados. A importancia relativa a estas ratl@astransmissdo na epidemiologia da
criptosporidiose nao foi ainda totalmente elucidawsha grande parte devido ao fato de que as
tradicionais ferramentas de diagnostico ndo pemmite diferenciacdo entre as fontes de
infec¢@o do protozoario, além dos inquéritos epid&gicos serem raros.

A partir do surgimento e desenvolvimento das té&ae biologia molecular tém sido
possivel diagnosticar e diferenci@ryptosporidiumem espécies, genotipos e subtipos
oriundos de varios tipos de amostras. Essas fentasiesdo cada vez mais utilizadas em
estudos epidemioldgicos da criptosporidiose em samradémicas e epidémicas, o que
melhorou significativamente a compreenséao da traassio do protozodrio tanto em humanos
COmMO NOs animais.

Fontes de contaminacéo tais como a drenagem hithicdezes de animais, o uso de
fertilizantes orgéanicos e o langcamento de esgaansigdmente ou néo tratados favorecem a
contaminacdo de varios ambientes aquaticos por pestezoario ja que 0s 00cistos sao
eliminados nas fezes dos hospedeiros. Nos maressanga d€ryptosporidiumspp. afeta
diretamente a qualidade do pescado, como por epemgkilnGesPerna pernapresentes na
costa brasileira e sendo portanto limitante aowmascomo alimento.

O aumento no consumo do pescado pela populacatebealevou ao conhecimento e
aceitacdo de novos alimentos, por exemplo, os matubivalves como ostras, mexilhdes e
coquiles, introduzindo-os no cardapio como fonta@ca e substituindo as carnes vermelhas.

Entre os maiores produtores mundiais de molust@dvbs estdo os paises asiaticos
como China e Japéao, e europeus como Espanhaae @éBrasil € o segundo maior produtor
de moluscos bivalves da América Latina (EPAGRI, Q0Entretanto, ainda ndo existe



legislacao federal que preconize os parametrosgl@anca alimentar para moluscos bivalves
e suas analises obrigatérias. O Estado de Saraar@atliante da necessidade como 0 maior
produtor nacional de moluscos bivalydesenvolveu um projeto para o Controle Higiénico e
Sanitario de Moluscos Bivalves sendo realizado umnitaramento constante das regides de
cultivo através de analises tanto da agua do nartquos moluscos (EPAGRI, 2010).

Em varios paises do mundo tém sido realizadas séisepesquisas no intuito de
elucidar o envolvimento de espécies de moluscosal@s como transmissores de
protozoarios ao homem através da capacidade coacent seus tecidos patégenos presentes
na agua. Tal capacidade, além de torna-los umavebdente de infeccdo ao homem,
também permite a utilizagdo como bioindicadorescdetaminacdo fecal em ambientes
aquaticos. Apesar de bioacumularem poluentes eg@ad8 do meio aquatico, ao serem
transferidos para areas limpas, sdo capazes deadegsusubstancias concentradas em seus
tecidos, viabilizando desta forma o cultivo, a coiaizacdo e 0 consumo seguro de
moluscos

Nos ultimos dez anos houve um crescimento tantmimoero de moradores do
Municipio de Mangaratiba, do Estado do Rio de Japejuanto de novos pontos de
comercializacdo de pescado nas proximidades da owsitima, ndo havendo qualquer meio
de tratamento do esgoto doméstico que é despegad@an o0 que indica a possivel ocorréncia
de eutrofizagdo, demonstrando que possivelmentetosnutontaminantes estdo sendo
despejados nas aguas das regides de extracdo dled@eRerna perna

Diante da escassez de dados sobre a ocorrénCigypisporidiunspp. em moluscos
bivalves do nosso litoral, inclusive devido a fallaum levantamento epidemioldgico; se faz
necessdria a realizagdo de uma investigacdo da@ossntaminacdo desses moluscos no
Municipio de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeinde a malacocultura € praticada e vem
se desenvolvendo.

O trabalho teve como objetivos: diagnosticar e atarezar geneticamente a(s)
espécie(s) e/ou gendtipo(s) @ryptosporidiumem mexilhdesPerna pernaextraidos de
costdes rochosos de duas localidades, Lage Prd®aaia do Saco, no Municipio de
Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro; realizaequenciamento e analises filogenéticas,
incluindo o depdésito das sequénciasGigptosporidiumno GenBank; estabelecer possiveis
riscos da ingestdo dos mexilhdes, através da fibagfio de gendtipo(s) e/ou espécie(s) com
potencial zoondtico e correlacionar a presencardtopoario com o indice de precipitacédo

pluviométrica da regiéo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia Econdmica do Cultivo de Pescados

A aquicultura tem sido considerada a atividade mass cresce na industria de
alimentos devido tanto a impulsdo governamentahigugecnologica, no entanto, como na
maioria das atividades de producdo de alimentosahos) suscita diversas questdes
relacionadas ao ambiente e a seguranca dos cormeslidPara 0 seu desenvolvimento é
necessario assegurar a sustentabilidade e o emuiilitre os riscos para a saude publica ou
ambiental considerando o beneficio econémico.

A produc¢do aquicola mundial dos principais grugp@®spécies de animais aquaticos;
moluscos, crustaceos, peixes marinhos e peixegut doce, aumentou significativamente
entre o periodo de 1970 a 2008 (Figura 1). Em 28GRjuicultura gerou 76,4% da producao
mundial dos peixes de agua doce; 64,1 % dos madwesd6,4 % dos crustaceos (FAO, 2010).

Milhdes de toneladas

&

m Animais aquéticos
®  Moluscos

Crustaceos
& Peixes marinhos

% Peixes diadromos
Peixes de agua doce
i
n] - f——

( §

Figura 1: Grafico de Tendéncias da producdo aquicola mundRrincipais grupos de
espécies (1970 — 2008) (Adaptado de EL ESTADO MUNDDE LA PESCA Y LA
ACUICULTURA, Departamento de pesca y Acuicultura.@aeFAO, Roma, 2010).

No Brasil, a producdo de pescado aumentou 25% Itio®o8 anos passando de 990
mil toneladas anuais para 1.240.800 em 2009. Aapestrativa, tanto maritima quanto
continental (rios, lagos, etc) passou no mesmagerde 783.176 toneladas para 825.164
toneladas/ano, um aumento em torno de 5,4% (MPE))20

Entre os maiores produtores mundiais de molusiadvbBs, como ostras, mexilhdes e
vieiras, estdo os paises asiaticos como a Chindapao e europeus como Espanha e Italia. O
Brasil € o segundo maior produtor de moluscos bégtla América Latina (EPAGRI, 2009),

sendo o estado de Santa de Catarina responsaaiehatie por 95% da producdo nacional.
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No Brasil, segundo as estatisticas pesqueiras dat8ea Especial de Aquicultura e
Pesca do Ministério da Republica (2005), a prodwgimnada de moluscos foi de 13.452,5
toneladas/ano.

Durante a década de 90 houve um aumento sigmificat cultivo do mexilha®erna
perna(Linnaeus, 1758), atingindo a producao da ordert2d800 toneladas em 2000, o que
colocou o pais no segundo lugar na América Lati#RVALHO FILHO, 2001).

Estes numeros demonstram o potencial mundial imelue do Brasil quanto a
producdo de moluscos bivalves e a necessidade idéessificar as pesquisas objetivando a
qualidade do alimento sem apresentar ameacas & galllica através do seu consumo.
Entretanto, ainda n&o existe legislacdo federal preeonize os parametros de seguranca
alimentar para moluscos bivalves e suas analisegabdrias. Somente o Estado de Santa
Catarina diante da necessidade como o maior prodational de moluscos bivalygsssui
legislacdo que preconiza o Controle Higiénico et8aa de Moluscos Bivalves.

O governo federal ap6s o conhecimento da demandeddegislacao para o controle
tanto dos cultivos quanto do processamento do atommiciou a criagdo de um programa
nacional que abrangesse requisitos que garantisseanidade do alimento. O Programa
Nacional de Controle Higiénico Sanitario de MoluscBivalves (PNCMB) surgiu da
iniciativa conjunta entre os ministérios da PescAqgeicultura (MPA) e da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O MPA estabetgitérios para a retirada dos moluscos
bivalves do local de cultivo ou extracdo, baseades analise de microorganismos
contaminantes e biotoxinas marinhas. Enquanto o Mé@&abelece os requisitos de inspecéo
industrial e sanitaria a serem cumpridos pelosbeltaimentos de processamento de
moluscos. O MPA disponibilizou os requisitos do RMNEpara consulta publica de Maio a

Julho de 2011. Atualmente encontra-se em fasendbziacéo para futura publicacéo.

2.2 MexilhdoPerna perna(Linnaeus, 1758)

Na lingua portuguesa, mexilhdo ou mariscos samo®rusados para denominar
diversas espécies da familMytilidae. Sdo organismos que suportam grandes variacdes
ambientais (ANDREU, 1976), possuem grande impoidaacoldgica, sendo muito utilizados
como indicadores biolégicos no controle da quakdda agua (WINDDWS et ,al995). Séo
facilmente adaptaveis ao cultivo e representam inmpartante fonte de alimento em varios
paises (FERNANDES, 1985). Eles possuem uma altactgure de retencdo de nitrogénio,
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sendo do ponto de vista nutricional, uma fonte&icat de excelente qualidade (ANDREU,
1976), o que demonstra sua grande importancia edoad

No mundo, existem varias espécies de mexilhdesngeriancia econémica, sendo
Mytilus edulisa espécie mais estudada. Neste trabalho, a esgsaulida foiPerna perna
por ser a mais comum em nosso litoral, tanto emivoslcomo extraidos de rochas naturais, e
também devido ao aumento da aceitacdo por parteaissimidores levando ao crescimento

da consumo e comercializagéo.

2.2.1 Classificacéo e Distribuicdo dos Mexilhdes

Pertencentes ao Filo Mollusca, os mexilhGes aptasea concha dividida em duas
pecas chamada valvas (Bivalves), conhecidos tanploérhamelibranquios por apresentarem
branquias em forma de lamelas ou ainda chamad®&sldeipodes por terem geralmente pés
em forma de machado. Ostras e coquiles também fpaemdesta classificagao.

Sistematicamente, o mexilh&o é classificado cddooninio: Eucéria; Filo: Mollusca;
Classe: Bivalvia Linne, 1758; Ordem: Mytiloida Féac, 1822; Familia: Mytilidae
Rafinesque, 1815; GénerdernaRetzius, 1788; EspéciBerna pernalLinne, 1758.

Os mexilhdes sdo organismos cosmopolitas, donmgeaam muitos ecossistemas
costeiros (FERNANDES, 1985). A espécie geograficameé encontrada nas regides
tropicais e subtropicais dos Oceanos Atlanticodicty como também em alguns pontos do
mar mediterraneo. Na América Central, estdo presemb Caribe. Na América do Sul sao
encontrados na Venezuela, Brasil e Uruguai (AVELASY8).

O Perna pernaé uma espécie nativa do continente africano, sémdoduzida na
América do Sul ha mais de 200 anos. Acredita-seagespécie veio do continente africano
fixada em casco de navios negreiros durante ogeeda colonizacao do Brasil. Atualmente,
0s bancos naturais da espécie no Brasil ocorrentipalmente entre Espirito Santo e Rio
Grande de Sul (RESGALLA Jr. et al., 2008).

2.2.2 Biologia dos Mexilhdes

A espéciePerna perna como todos os mitilideos, apresenta o corpo cmfupdas
modificagOes de simetria, sendo a parte posteasprporcionalmente maior que a anterior
(SALAYA et al., 1973).



Seu corpo mole se comprime lateralmente em umaheorigida, de duas partes
(valvas), que se mantém unidas por um ligament@adit na regido dorsal da concha e pelos
musculos adutores (anterior e posterior). O ligamerermite a abertura das valvas e os
musculos sao responsaveis por seu fechamentoed\agfanismos a cabeca e os 6rgaos dos
sentidos associados a ela, ndo estao presenteexu@géo da boca e dos palpos labiais. O
pé, em forma de machado, é freqientemente usadocpaear. Nesta espécie, uma parte do
pé, secreta filamentos (bisso) que o prende adrati$BARNES, 1990).

Os mexilhdes se movimentam através dos seus pé&ngmdté se desprenderem
completamente do substrato, como uma estratégsalutevivéncia, devido a for¢ca da tracédo
do pé que leva ao rompimento do bisso (SANTOS, 1982

As trocas gasosas dos bivalves acamteatavés das branquias, que possuem
numerosos e finissimos vasos sanguineos. A agmaotraxigénio dissolvido, banha as
branquias e o oxigénio passa por difusdo paraesiantdos vasos sanguineos (BERTULLO,
1975).

Apresenta um regime alimentar exclusivamente fiira com uma capacidade de
bombeamento que pode variar de 0,5 a 5 litros/lim@endendo das condicdes ambientais e
do tamanho do individuo. Além da funcgéo respiratésuas branquias retém os alimentos,
constituidos basicamente de fitoplancton, bactéridstritos organicos (AVELAR, 1998). Os
mexilhdes n&do possuem capacidade seletiva nacéitirdos alimentos, sendo a ingestao de
particulas limitada pelo tamanho, variando dgni até larvas de poliquetas de 4,2 mm de
comprimento (FERNANDES, et dl978).

As particulas de alimentos sdo envolvidas por urnanproduzido nas branquias, e
sdo transportadas até os palpos labiais, que e#nie regulam a quantidade de alimento
gue passa para a boca. Nos mexilhdes as bordascko e fundem, formando um sifao
inalante (por onde entra uma corrente de agua tiomerdgo e oxigénio) e um sifdo exalante
(por onde sai a agua com gas carbonico e exc(&BSHPERT e BARNES, 1996).

O Perna pernanormalmente tem um crescimento mais rapido do egmécies
originarias de clima temperado. Além disso, o éneento destes mexilhdes em bancos
naturais varia de acordo com o tempo de imersacadmsais na lamina d"agua. Animais
expostos periodicamente ao ar (regido entremaméscem mais lentamente; tanto pelo

estresse fisioldgico como pela privacdo de aliméRESGALLA Jr. et al., 2008).



Estes moluscos séo dotados de um estdmago, untuglahgestiva (hepatopancreas)
e o intestino, que se abre pelo anus (Figura 2nafor parte da digestdo € intracelular e
ocorre dentro da glandula digestiva. Outra pariaeelular, acontece dentro do estdbmago. A
principal funcdo do intestino € a eliminacao dae$g(STORER e USINGER, 1976).
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Figura 2: Aspecto geral da anatomia e organizacao interneneilhdo (Adaptado: Série
Manuais BMLP de maricultura, Cultivo de MexilhdeBrazilian Mariculture Linkage
Program — Programa Brasileiro de Intercambio emiddlura, p. 6, 2003)

2.2.3 Mitilicultura e Extrativismo

No Brasil, as pesquisas em torno da mitilicultumecaltivo de mexilhdes iniciaram-se
na década de sessenta, pelo Instituto de BiocEdaidJniversidade de Sdo Paulo. Em 1972,
no antigo Instituto de Pesquisa em Arraial do GaBJ foram realizadas pesquisas, buscando
uma tecnologia basica para a atividade (GOMES, )1996

A mitilicultura desenvolveu-se muito no Brasil dot@ os Gltimos anos,
principalmente no Estado de Santa Catarina, orgteducédo anual da espé&erna perna
obteve um significativo aumento, de 190 toneladasl890 para 9.460 toneladas em 1999
(ROCZANSKI et al., 2000). A expansdo dessa ativdatbtivou a entrada de inUmeras
familias de comunidades pesqueiras no processoutprod com reflexos positivos na

economia regional e em toda a cadeia de produgéo.



O sistema de cultivo mais utilizado no Brasil étgm suspenso flutuante (“long-
line”), em que as cordas contendo os animais s&apra outra corda mestre que flutua na
superficie com o auxilio de boias (SANTOS, 2009).

Segundo Marenzi (2005), a densidade ideal paraltvaiconstituiu-se por poucas
redes e fixadas dentro do primeiro metro da cold@@mua, onde o desenvolvimento foi
maior. Para Armacao do Itapocoroy em Santa Catafimaecomendado um periodo de 8
meses de cultivo, onde o tamanho meédio obtido fany, sendo colhidos no final da
primavera com o melhor rendimento.

Atualmente, o cultivo de mexilhdes é praticado iordl brasileiro nos estados de
Santa Catarina, do Espirito Santo, do Rio de Jangér Sdo Paulo e do Parana, apresentando
a taxa de crescimento de 22% ao ano (RESGALLAt AL €2008). Devido ao alto valor do
produto e ao baixo custo de producdo, a mitilicaltesta entre diversos programas
governamentais de desenvolvimento econémico el$&ANTOS, 2009).

A grande maioria dos bivalves comercializados nasBré proveniente do ambiente
natural, o que torna essa atividade economicameigertante, ndo somente pela forca de
trabalho, mas também na formacéo de renda do metadrio da economia (HENRIQUES et
al., 2000). Os bancos naturais do mexilRagernasao explorados desordenadamente pelos
extratores "marisqueiros” levando a sua depreda¢#oNRIQUES, 2004), causando
Impactos negativos na natureza, impedindo a sagdoxe desenvolvimento.

A principal maneira de obtencdo de moluscos dacespé&rna pernano Estado do
Rio de Janeiro é através do extrativismo. A Asg@aalivre de Maricultores do Estado do
Rio de Janeiro - ALMARJ, localizada em Jurujuba,aéprincipal responsavel pelo
beneficiamento do animal em alimento, comerciabizak-cozido e desconchado, embalado
em polietileno (LAGE, 2006).

O IBAMA levando em consideracdo principalmente gontincia socio-econémica
que a mitilicultura exerce como mantenedora de aras familias, determinou a proibicéo
anual da extracdo de mexilh&erna pernanos costdes naturais, no litoral dos estados do
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, PaBadia Catarina e Rio Grande do Sul, no
periodo de 01 de setembro a 30 de novembro e de f#heiro a 28 de fevereiro de cada ano
(BRASIL, 2003).



2.2.4Perna perna:como alimento, bioindicador e veiculador de patogms

Os mexilhdes também sédo fonte de alimento altematuando a pesca artesanal ndo
€ bem sucedida. Por possuirem ampla distribuicagrgeca, serem organismos dominantes
e de bom crescimento representam uma importante fim alimento em muitas partes do
mundo (RESGALLA Jr. et al., 2008).

O Perna pernaé chamado vulgarmente de “ostra de pobre”, seadsutnido cru ou
cozido (SANTOS, 1982). Porém, também tem espaguiizaria sofisticada dos restaurantes
a beira-mar constituindo pratos de alto valor ddajaio.

No Brasil, a comercializagdo dos mexilhdes se daggcamente de duas maneiras: na
concha ou desconchado, em embalagens plasticas0@egramas ou um quilograma.
Atualmente com o0 aumento da competitividade entse ppodutores ocorreu uma
diversificacdo nas formas de apresentacdo do ndexiffara comercializacdo, através do
processamento do produto e consequentemente adoeganr ao mesmo (SANTOS, 2009).

Além da sua importancia como alimento, mexilh&sna pernasdo de grande
relevancia ecoldgica ja que sdo organismos quertsupograndes variagcbes ambientais
(ANDREU, 1976), sendo utilizados como indicadorggdgicos no controle da qualidade da
agua (WINDDWS et al1995).

Moluscos vém sendo utilizados ha décadas comadiczitores de contaminacao
aguatica por metais pesados e pesticidas (O'CONNIDR2). Atualmente, também sao
reconhecidos mundialmente como bioindicatores aacainacdo aquatica por bactérias de
origem fecal, assim como virus e protozoarios (PAAPY et al., 2004). Portanto, a
qualidade do alimento esta diretamente vinculadaalidade sanitaria do ambiente aquatico
onde estdo presentes, sendo cultivados ou fixagmsatmente nas rochas. O consumo de
bivalves crus ou mal cozidos oriundos de regiddsigas pode apresentar risco a saude
publica.

O lancamento dos esgotos nas aguas de reservatégos, rios e mar é a causa
poluidora mais comum registrada no mundo inteiroRDONEZ et al., 2005;
REICHENHENBACH-KLINKE et al., 1982).

A contaminacdo do ambiente marinho quer seja gaimoa microbiolégica,
principalmente em regifes de alta densidade derficegralém de colocar em risco a saude
humana, pode causar danos as espécies presemiasitad, como bivalves por exemplo.



Existem poucos estudos no Brasil sobre a qualidadeobiolégica dos bancos
naturais de moluscos e a influéncia da alteracades fatores bidticos e abiodticos sobre os
animais que vivem nesse ambiente (HENRIQUES, 2004).

O habito de consumoirt naturd de mexilhdes, algumas vezes apenas levemente
aguecidos para a abertura das valvas e a retimdaotlisco, apresenta um risco a saude. O
cozimento é altamente recomendado para reduzimeraide microrganismos patogénicos
guando presentes neste tipo de alimento (PEREIRA,&004).

Um dos mais importantes aspectos de um prograniveefde monitoramento de
riscos ao consumo de moluscos € a classificacaeg@lées de cultivo e de extracdo e a
identificacdo da origem de fontes de contaminabi)N Food Authority, 2010).

Leal et al. (2011) através de diversos tipos ddismsatanto de moluscos quanto da
agua demonstraram que a contaminacdo (pardia parece ser frequente, reforcando a
importancia do monitoramento continuo de patogemododas as fases da producdo. Além
disso, a avaliagdo de fontes de poluicdo ou contames fecais usando técnicas moleculares
€ extremamente necessaria para uma melhor comfceelas contaminacdo ambiental e
também como uma forma de prever com mais precs&isas reais a saude publica.

Durante o monitoramento da qualidade sanitariandolsiscos bivalves do litoral de
Séo Paulo, diferentes patégenos foram detectaatuts, ha agua como nas ostras, na fase final
da depuracado, o que é um sinal preocupante. Etos s agentes patogénicos encontrados
em ostras apds o tratamento de depuraGiardia foi o mais prevalente, ja que 54,5%
continham este parasita e cinco amostras foramrowdas comdsiardia duodenalisatraves

de técnicas de biologia molecular (LEAL et al. 2011

2.3 Cryptosporidiumspp.

2.3.1 Histoérico e Taxonomia

Ernest Edward Tyzzer, em 1907, fez a primeirzmigh do géner&ryptosporidium
spp. O pesquisador encontrou o parasito em cédpidsliais de estbmago de camundongos e
organismos similares em epitélio intestinal de lnoglo que o levou a denominar a espécie
Cryptosporidium murisA familia Cryptosporidiidae foi estabelecida efi1 por Leger e em
1912, Tyzzer descreveu outra espécie do mesmo@émner parasitava as células intestinais

de camundongos, denominandG-gparvum
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A patogenicidade do género foi relatada pela priameez por Slavin, em 1955, que
atribuiu aC. meleagridisa mortalidade de perus jovens de uma criacdo @wherem 1971 o
primeiro caso de infeccdo de um bezerro foi descl@spertando interesse pelo agente em
medicina veterinaria.

Apds a descoberta do géner@ryptosporidium spp., alguns pesquisadores
confundiram seus oocistos com esporocistos S#cocystis spp. Contudo, estudos
ultraestruturais subsequentes reafirmaram quetagies enddgenos deryptosporidiumsp.
possuiam Unica organela de fixacdo. A partir doomkecimento das diferencas entre
Cryptosporidiumspp. eSarcocystisspp., 0 conceito de especificidade de hospedeiro f
aplicado ao géner@ryptosporidiumspp. Entretanto, foram nomeadas novas espécies de
Cryptosporidium com base unicamente no hospedeiro do qual sehabdi material infectado
e posteriormente, estas espécies foram considemradiilas devido a baixa especificidade
do parasito ao hospedeiro (XIAO et al., 2004).

Um assunto muito polémico é a proximidade do gérangptosporidiumcom a
subclasse Gregarina (parasitos de invertebrada®eada em algumas caracteristicas
morfologicas, biolégicas e bioquimicas. Foram eigo®vidéncias de queryptosporium
spp. ndo sdo “coccidiasensu stricto.Um trabalho de reagdo soroldgica cruzada de
Cryptosporidiumcom Monocystissp (Gregarina) e de métodos moleculares mostré ecias
de que eles possuem um ancestral comum (CARREMNO, 4099; BARTA e THOMPSON,
2006). As similaridades entr€ryptosporidiume Gregarina incluem o ciclo de vida
mMonoxénico, oocistos com quatro esporozoitas edpadeipla, gamontes extracelulares e
localizag&o no trato gastrointestinal do hospedgltdAWI et al., 2004).

Nos ultimos anos, a caracterizacdo moleculaCptosporidiumajudou a esclarecer
a confusa taxonomia deryptosporidiumque baseava-se nos dados morfolégicos (FAYER,
2004; XIAO et al., 2004). Essas ferramentas possaiemntagem de poderem ser aplicadas
diretamente a caracterizacdo de oocistos recuperadgartir de amostras fecais ou
ambientais.

Durante o 6° Encontro Internacional sobre Geaétidolecular Evolutiva em
Epidemiologia e Doencas Infecciosas, realizadonstitito Pasteur em Paris em julho de
2002, foi sugerido que a designacdo de espécigsodda géneroCryptosporidiumdeve
atender aos seguintes requisitos basicos: a) Estddométrico dos oocistos; b)

caracterizacdo multigénica com genes de segregatdependentes, c) estudos de
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especificidade do hospedeiro, naturalmente e expeatalmente, e d) o cumprimento ICZN -
Cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (®lIAt al, 2004; FAYER, 2010).

Com base nesses critérios, sao reconhecidas eleatdss como validas 22 espécies
(FAYER e SANTIN, 2009; FAYER et al, 2010; ROBINSQ# al 2010) (Tabela 1). Além
disso, varios genotipos encontram-se com as dlesgiles pendentes, 0 que indica que o
género estd em revisdo constante (MARTINEZ etCdl1?

A andlise de mais de 3.000 amostras permitiu ifleatiqueC. parvume C. hominis
foram as espécies mais frequentemente assinaladasimanos, e sua prevaléncia varia em
diferentes partes do mundo (MORGAN-RYAN et al., 20Cryptosporidium hominié mais
comum na América do Norte, América do Sul, Austr&liAfrica, enquant€. parvumseria
mais prevalente na Europa (SAVIOLI et al., 2006).

A inabilidade de passagens continuasCdgptosporidiumem culturas de células e a
inabilidade de criopreservar os oocistos ou osgeséintracelulares séo limitacbes, por
exemplo, para desenvolver técnicas padronizadadedéificacdo. As proteinas de interesse
do parasito s6 podem ser expressas em hospedalysstigtos, comaoloxoplasma gondii
bactérias ou leveduras (TZIPORI e WIDMER, 2008)cdes desenvolvimentos no cultivo
“in vitro” tém revelado quéCryptosporidiumpode completar seu ciclo de vida fora das
células do hospedeiro

Nos ultimos 20 anos houve um periodo de rapidaygpé@al e acamulo de dados sobre
0 género Cryptosporidium muito se deve aos estudos moleculares. Genotigms
Cryptosporidiumforam nomeados com base nas diferencas substammaontradas nas
sequencias da menor subunidade do RNA riboss@8@B(SSU RNAr 18Sou em outros
genes como a actina e proteina de choque térmidda(PLUTZER e KARANIS, 2009).
Esta nomeacéo de genotipos ocorreu apds a anédigenitica ter eliminado a possibilidade
das diferencas serem devido a heterogeneidadeaantdgias do gene. Cerca de 61 genotipos
Cryptosporidiumcom status de espécie incerto foram encontradoshbase nas seqiéncias
SSU RNAr.
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Tabela 1 - Espécies deCryptosporidium consideradas validas e as caracteristicas

morfométricas de seus oocistos.

Ano Espécies Autor Localizacao Tamanho do
oocisto(um)
1910 C. muris Tyzzer Estdbmago 8,4%6,3
Intestino delgado
1912 C. parvum Tyzzer Intestino delgado 5,0x4,5
1955 C. meleagridis Slavin Intestino delgado 5,2x4,6
1971 C. wrairi Vetterling et al Intestino delgado 5,2x4,6
1979 C. felis Iseki Intestino delgado 4,6%x4,0
1980 C. serpentis Levine Estdmago 6,2x5,3
1986 C. baileyi Current et al Bursa de Fabricius 6,2x4,6
Cloaca
1995 C. varanii Pavlasek et al Estdmago 4,8x4,7
Intestino delgado
2000 C. andersoni Lindsay et al Abomaso 7,4x5,5
2001 C. canis Fayer et al Intestino delgado 4,95%x4,71
2002 C. hominis Morgan-Ryan et al Intestino delgado 4,9%x5,2
2002 C. molnari Alvarez-Pellitero y Estbmago 4,72%x4,47
Sitja-Bobadilla
2003 C. galli Ryan et al Proventriculo 8,2%6,3
2004 C. suis Ryan et al Intestino Grosso 4,6%x4,2
Intestino delgado
2005 C. bovis Fayer et al Intestino delgado 5,0x4,5
2008 C. fayeri Ryan et al Intestino delgado 4,9%x4,3
2008 C. fragile Jirku et al Estbmago 6,2x5,5
2008 C. ryanae Fayer et al Desconhecido 3,73x3,16
2008 C. macropodum Power y Ryan Desconhecido 4,9x5,4
2009 C. xiaoi Fayer y Santin Desconhecido 3,934
2010 C. ubiquitum Fayer et al Desconhecido 5,19x4,87
2010 C. cuniculus Robinson et al Intestino delgado 5,98x5,38

Fonte Adaptado de Martinez et al., 2011.

Os genotipos de cervo, macaco, porco, gamba, cacaklho e rato ja foram
encontrados em humanos (AJJAMPUR et al, 2007;. CAdAl, 2003;. ROBINSON et al,
2008;. SOBA et al, 2006;. XIAO et al, 2004). Estsdde transmissdo cruzada tém
demonstrado limitadas diferencas biologicas entnena dos genotipos, alguns dos quais tém
mostrado oocistos com morfologia diferenteCdgarvum(XIAO et al., 2004).

A classificagdo taxondmica do protozoddoyptosporidiumsp. segundo Levine et al.
(1980) é:

Sporozoa Leuckart, 1879; Subclasse Coccidia Leyck879; Ordem Eucoccidia Léger e

Reino Protista; Sub-reino Protozoa; FApicomplexa Levine, 1970; Classe

Duboscq, 1910; Sub-ordem Eimeriina Léger, 1911; ikanCryptosporidiidae; Género
Cryptosporidium.

Estudos filogenéticos além da microscopia eletedbméwvaram alguns autores a uma
nova proposicéo taxondmica (ADL et al., 2005).nkawproposta que difere da sistematica de

Levine (1980), pois os autores adotaram um sisteararquico sem a designacao formal em
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classe, subclasse, super ordem ou ordem; apensisl@@mam super grupos e grupos. Desta
forma os eucariontes seriam classificados em sepog: (1) Opisthokonta, (2) Amoebozoa,
(3) Excavata, (4) Rhizaria, (5) Archaeplastida)e@GBromalveolata. Os autores acreditam que
esta classificacdo seria mais util e menos prolilemmgue a tradicional. Como vantagens,
mencionam o numero limitado de nomes classificadambém a maior flexibilidade de
modificagdo. No entanto, a classificagao de Lecm#@inua sendo a oficialmente adotada.

A classificacdo taxonémica do protozoa@oyptosporidiumsp. segundo Adl et al.
(2005) é: Chromalveolata Adl et al., 2005; Alveal&avalier-Smith, 1991; Apicomplexa
Levine, 1980, emend. Adl et al., 2005; Conoidadidaine, 1988; Coccidiasina Leuckart,
1879;Cryptosporidium

O génercCryptosporidiumeé considerado pertencente ao Filo Apicomplexa&moha
controvérsias quanto a esta classificacdo. Apesaradas caracteristicas comprovarem tal
fato, outras como o desenvolvimento e o ciclo de a tem classificado dentro da classe dos
coccidios (FAYER e XIAO, 2008).

2.3.2 Morfologia

O géneroCryptosporidiumpossui morfologia variavel de acordo com 0s estagi
evolutivos e entre as diferentes espécies. Emshittoldgicos, 0s parasitos aparecem como
pequenos corpos basofilicos aparentemente adexidaperficie das células, dando a borda
das microvilosidades uma aparéncia granulada. Aostopia eletrénica tem confirmado que
a sua localizacéo é intracelular, porém extracispitica (O'DONOGHUE, 1995).

Existem dois tipos de oocistos: o primeiro tiporoapnadamente 80% dos oocistos
produzidos, possui paredes espessas e resistent0 eliminados nas fezes, sendo
responsaveis pela transmissao entre hospedeirossggundo tipo, em torno de 20%, possui
paredes delgadas e liberam 0s seus esporozoiiotestno, responsaveis pela auto-infeccéo
(AMARANTE, 1992; LALLO, 1996).

A parede do oocisto possui uma camada internara edterna, com a auséncia de
esporocisto comumente encontrada em outros cosciim uma das extremidades, o oocisto
possui uma regido de fragilidade que origina untarale é através da abertura desta que os
esporozoitas deixam o oocisto durante o desena@stanfREDUKER et al., 1985).

Os esporozoitas e merozoitas @eyptosporidiumsao similares aos dos outros

coccidios, possuindo as organelas caracteristiocddod Desta maneira, estdo presentes as
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roptrias, micronemas, granulos densos, nucleossitmmos, microtibulos e o anel apical.
Porém, outras organelas estdo ausentes, como i3spatd@res, mitocdndria, microporos e
condide. Esporozoitas e merozoitas sdo englobadl@s pnicrovilosidades das células
epiteliais, formando um vacuolo parasitéforo. @ea formacéo da organela de fixacdo ou
alimentacéo por parte do parasito e da célula padas(FAYER et al., 1997).

Microgametdécitos imaturos assemelham-se a esqeigopbrém eles contém nucleos
pequenos e compactos. Os microgametas possuem fiangada (1,4 x 0,5um el@.
parvun), com a extremidade anterior achatada, sendo @ueauséncia de flagelos e
mitocdndria. Macrogametdcitos de. parvummedem aproximadamente 4- 6 um e séo
esféricos a ovoides (FAYER et al., 1997).

2.3.3 Ciclo biolégico

Cryptosporidiumspp. possui ciclo monoxeno, tendo seis estagiasedenvolvimento
no organismo, todos estes se desenvolvem infectarmiula do hospedeiro localizando-se
em vacuolo parasitoforo. A localizacdo do protomnérextracitoplasmatica e intracelular e se
encontra nas microvilosidades das células epsgl&WMITH, 1993).

Apdbs o desencistamento 0s esporozoitos sao likedmoocisto e parasitam as células
epiteliais do trato gastrointestinal ou respiratéfirigura 3). Nessas células, os parasitas
sofrem multiplicacdo assexuada (esquizogonia ouogo@ia) e depois a multiplicacdo
sexuada (gametogonia), produzindo microgametas erogemetas. Em seguida da
fecundacdo do macrogametas pelos microgametastamse desenvolvem e esporulam no
proprio local de infeccdo. Dois tipos diferentes aEcistos sdo produzidos, depois da
esporogonia: um de parede espessa, que é comumeanetado pelo hospedeiro e um de
parede fina, que é envolvido na autoinfeccdo (PWASI E MENCHELLA, 2010).
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Figura 3: Imagem do ciclo biolégico d€ryptosporidium parvumdemonstrando todas as
fases enddgenas no epitélio intestinal (CHEN e@D2).

2.3.4 Especificidade por hospedeiro

A existéncia de espécies ou gendtipos adaptadas hospedeiro especifico indica
gue a transmissdo cruzada @eyptosporidiumentre os diferentes grupos de animais é
geralmente limitadaCryptosporidium parvuntem recebido uma atencdo maior por ser
transmitido para outros hospedeiros além do hogpedeginal de sua descricdo. Primeiro,
pensava-se qu€. parvum pudesse infectar varias espécies de animais, ipalnente

mamiferos. O uso das ferramentas moleculares pravaua ineficiéncia em infectar
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mamiferos selvagens. Atualmente, a comunidadeifig@ntoncorda que esta espécie infecta
primariamente ruminantes e humanos (Mendonca, &0fl7).

No hospedeiro bovino foram registradas oito esgédie Cryptosporidiume um
genotipo adicional infectanto este hospedeiro (SINN& TROUT, 2008), embora s6 quatro
espécies sejam diagnosticadas rotineirame@itgptosporidium parvumCryptosporidium
bovis Cryptosporidium andersorg Cryptosporidium ryanag¢anteriormente conhecido como
0 genatipo cervo-like) (FAYER et al, 2006, 2007020LANGKJAR et al, 2006; FENG et al,
2007; BROOK et al, 2008; FELTUS et al, 2008; SANT¢t al., 2004, 2008).

A maioria dos métodos da PCR ysa@merscom regides conservadas para todas as
espécies d€ryptosporidiumapenas a espécie dominante em um hospedeirméinarinente
identificada. Assim, as infec¢cdes com varias egsefinfeccdes comcomitantes) se tornam
dificeis de diagnosticar e as espécies com memrgléncia ndo sdo detectadas (XIAO e
RYAN, 2008).

Infeccbes naturais po€. parvum foram encontrados ocasionalmente em outros
mamiferos, como exemplos os camundongos e caesrages animais de companhia serem
freqientemente infectados com espécie especKigeO e FAYER, 2008). Desta forma, os
caes sdo quase exclusivamente infectadosCryptosporidium canig gatos cont. Felis O
papel de cées e gatos na transmissao da criptogs@ihumana parece bastante limitado. De
fato, infeccOes po€. canise C. felisséo raramente relatados em seres humanos, agesar d

seu contato proximo ser generalizado.

2.4 Criptosporidiose

A criptosporidiose é conhecida por sua ocorréranotno homem como em animais,
principalmente em imunocomprometidos (CRAWFORD RWEJND, 1988). No entanto, a
infeccdo pode ocorrer em individuos saudaveis, wssqapresentam um quadro clinico
autolimitante. Isto torna preocupante a ocorrédeigportadores assintomaticos para a saude
publica.

Em 1976, dois relatos simultaneos de criptospasali®@m pacientes humanos
iImunocompetentes e com imunodepressao chamaraengiatna medicina humana, pelo
fato de o protozodrio ainda néao ter sido diagnadtimesse hospedeiro (MEISEL et al., 1976;
NIME et al., 1976).
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A doenca € caracterizada por diarréia, dores abdosyifebre baixa, fadiga, perda de
apetite e de peso, nausea e vbmito, além de ontessfestacdes clinicas que incluem
colecistite, hepatite, pancreatite e problemasinagpios. A susceptibilidade e a severidade
da doenca variam entre os individuos e dependeseul@stado imunoldgico e nutricional e
exposicdo prévia (CURRENT, 1994). O periodo enirgastao de oocistos e 0 aparecimento
dos sintomas € de 7 a 10 dias, podendo variarad@8dias.

Observa-se a forma aguda geralmente em criancasrmmros de cinco anos de idade
(GRIFFTHS, 1998), nesta faixa etaria associada iso@éjps de diarréia prolongada pos-
infeccdo, acarretando ma absorcéo e atraso ddrossgo (AGNEWet al, 1998). Entretanto
h& trabalhos que demonstram infec¢cdes em criaegagpresenca de diarréia (CARVALHO-
ALMEIDA et al, 2006). A forma crbnica geralmente acomete imgigg mal nutridos ou
imunodeprimidos. Em individuos imunocompetentes edeslvem gastroenterite
normalmente autolimitada (POZK al, 1997).

A doenca apresenta-se na forma digestiva (93%) ubongmar (33%). A digestiva
caracterizada por diarréia liquida, com eliminaci&ofezes de dez a 20 vezes por dia,
ocasionando perda de 10 litros de agua diariaméutando ha infeccdo macica, pode haver
invasdo pulmonar gerando pneumopatias interstifiddsCKENZIE et al, 1994).

A dose infecciosale C. parvumem pacientes imunocomprometidos ainda né&o foi
estabelecida, no entanto, acredita-se que a dpassa ser causada por um Unico oocisto. As
taxas de mortalidade por infeccdo @hrparvumentre estes individuos variam de 52% para
68% (ROSE, 1997).

No Brasil, 2842 casos da doencga foram identificatngeriodo de 1980 a 1997 entre
0s pacientes imunodeprimidos, particularmente ndwiduos portadores da SIDA, sendo as
regides Nordeste e Sudeste do Pais as areas etadaaf (CRT, 1997). Na cidade de Recife,
a frequéncia de infeccédo pelvyptosporidiumspp. nestes pacientes chegou a um percentual
de 21,8%, sendo superior a frequéncia de outrodgeabs veiculados por agua e/ou
alimentos (ARCOVERDE, 2001).

Segundo Fayer (2010) as espéciasandersoni, C. baileyi, C. canis, C. felis, C.
hominis, C. meleagridis, C. muris, C. parvum e @s sdo reconhecidas como causadoras da
criptosporidiose humana. Este foi o primeiro reldéoespéci€. baileyiem humanos, até o
momento ndo houve outro estudo que comprovasseuoeseolvimento causando a

criptosporidiose no homem.
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Muitos casos de transmissao@syptosporidiunsp. foram relatados entre membros da
mesma residéncia ou familia, parceiros sexuaigrbetexuais e homossexuais), funcionarios
e pacientes de hospitais e criancas atendidas eérthes. Numerosos casos de transmissao
zoonotica deCryptosporidiumsp. de animais para o ser humano foram tambémdageem
estudos epidemiolégicos, a maioria envolvendo @esssgue cuidavam de animais de
estimacdo ou de fazenda, especialmente bovinosamsrhissdo zoonotica foi confirmada
varias vezes por infeccdo acidental de atendeetasidhais, estudantes ou pesquisadores que
manipulavam isolados veterinarios (O'DONOGHUE, 1995

Dentre as diversas formas de transmissédo da qupidgse, destaca-se a veiculagao
por agua e alimentos (SMITH, 1993), sendo o menamide transmissao influenciado pelo
nivel de contaminacdo ambiental, sobrevivéncia dwisto as condicbes do meio
(ROBERTSON et al., 1992), e resisténcia do ooast® mais variados métodos usados em
tratamentos da agua; seja a cloracdo, a ozonizacawetodos de filtracdo (KORICH et al.,
1990).

A intensidade das manifestacdes clinicas, dagpata, o grau de excrecdo de
oocistos e a incidéncia de diferentes espéciekisive o homem interferem na identificacédo
da espécie causadora da doencga. Portanto, pamanihete 0 risco a saude publica da
criptosporidiose € importante a correta identifftagde espécies e gendtipos, tanto em
amostras humanas como animais e ambientais, sessdmogal a utilizacdo de técnicas
moleculares como a PCR (MARTINEZ et al, 2011).

2.5 Epidemiologia

Vérios fatores influenciam a epidemiologia dessatqamoose: desde o tamanho
reduzido e variado dos oocistos (em meédia 4,5 x ), sendo facilmente dispersos
ocasionando uma ampla contaminacdo ambiental, d&mpassarem facilmente por filtros
usualmente empregados nos processos de tratameedigud; até o fato da infeccédo ocorrer
por baixas doses infectantes. Outro fator impogtas#io os hospedeiros que servem de
reservatorios do protozoario eliminando oocistqgmradados através das fezes no ambiente
possibilitando a permanéncia de doses infectivas &ospedeiro susceptivel.

Estudos de epidemiologia molecular em paises emndelvimento revelam que a
complexidade na transmissao @e hominisdepende do pais. Nesses paises, geralmente ha
uma alta endemicidade @ryptosporidiume baixa ocorréncia de surtos, sendo as criancas e

os individuos imunocomprometidos os mais afeta@ss.esultados de estudos de subtipagem
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de C. hominis(alelos la, Ib, Id, le) revelam a diversidade dam$missdo em areas endémicas
e enfatizam a necessidade de extensivos estudospidemiologia da criptosporidiose
(CAMA et al., 2007, 2008; CHALMERS et al. 2008).

A transmisséo direta (contato com pessoas ou amimi@ctados havendo a ingestao
dos oocistos) ou indireta (ingestdo de agua contai € de alimentos contaminados,
inalacéo dos oocistos) é favorecida pela alta dadsi populacional (CACCI@t al, 2005).
Aguas utilizadas em recreacdo também representantgmproblema de satde publica, em
virtude do grande numero de banhistas e da resiat@&® Cryptosporidium parvunaos
desinfetantes utilizados, especialmente o cloroREENTERet al, 1999).

O emprego de fezes de animais como adubo orgamca@uituras vegetais pode
causar infeccdo direta pela formacdo de aerossdicomtaminar aguas superficiais e
subterraneas. A ingestao de agua contaminada nsesagrincipal via de infeccdo humana
(FAYER et al, 2000). Pelo menos 165 surtos epidémicos forgistrados nos ultimos anos
por consumo de agua contaminada €nrparvum(KARANIS et al, 2007).

Outros fatores relevantes a serem considerados stntos epidemiolégicos € a
possibilidade da veiculacdo hidrica e que a formfactante, o oocisto, apresenta alta
resisténcia as adversidades ambientais. Estes peelemanter viaveis na agua do mar por 35
dias e em fezes cerca de 130 dias. Com congelaraei@®® C uma pequena proporcao de
oocistos ainda permanecem viaveis e capazes dairggr 775 horas. A dessecacao € o
anico fator que realmente afeta a manutencdo @atinidade. Com 4 horas de dessecacao
100% dos oocistos morrem (ROBERTS@Nal., 1992; TAMBURRINI et al, 1999);). A
irradiacdo solar também representa um importanter faa inativacdo de oocistos de
Cryptosporidiumspp. (KINGet al,, 2008).

O protozoério possui distribuicdo mundial, encaldréanto em paises desenvolvidos
quanto em desenvolvimento. Relatos evidenciam gparasito esta presente em 80 a 97%
das aguas superficiais e em 26 a 54% das aguadasa(SMITH e ROSE, 1998; LUN&t
al., 2002).

Nos EUA, entre 1990 e 2000 pelo menos dez surtogriggosporidiose foram
associados com agua potavel, tendo um aumento esgesnmais quentes do ano (AMIN,
2002). Em 2003 confirmaram-se 25 casos humanosrigeosporidiose em Surrey, no
Canada. Destes, 15 pessoas tinham nadado em pisgreativa, em cuja agua foram
detectados oocistos deryptosporidiumspp.; nove casos foram diagnosticados c@no
parvum(LOUIE et al.,2004).
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Nas ultimas décadas varios paises da Europa tivgseshlemas com surtos
epidémicos de criptosporidiose. Na Finlandia, caorem 2002 o primeiro registro de
Cryptosporidium em aguas superficiais e estimam-se, anualmente,ediS0dios de
criptosporidiose em humanos (RIMHANEN-FINNE et &002). Na Noruega entre 1992 e
2003, o numero de ocorréncia de criptosporidiosecdmsiderado baixo; houve 67 casos
suspeitos da infeccdo, e apenas dois foram comgiweveomo positivos ambos em 2000
(ROBERTSON et al., 2006). Em 2005, 62 casos decgdi@ por C. parvum foram
confirmados em Pertshire (Escdcia), relacionadessita a um centro de animais selvagens
(MCGUIGAN, 2005).

Na Australia, O'Brien et al. (2008) realizaram unstuglo com criangas
imunocompetentes com sintomas gastrointestinais. a@®res demonstraram que, das
criancas isoladas positivas p&ayptosporidium 82% estavam infectadas cdn hominise
18% comC. parvum

Em um estudo realizado na Holanda, no qual forapregados okci dos gened8S
rDNA, COWPR, HSP7Q microssatélitetML1 e GP6Q foram encontrados 70% @& hominis
19% deC. parvum 10% de infeccdo mist&( hominis + C. parvuine 1% deC. felis Nas
infeccbes mistas, as criancas apresentaram prim@pge C. hominis nos adultos, a
predominancia foi d€. parvum Nas fezes de bovinos, foi encontrado ap&hgsarvum A
subtipagem revelou dois ciclos de transmissaositngasao homem—homem e transmissao
zoonotica (WIELINGA et al., 2008).

No continente asiatico a frequéncia de criptospus&l mostra-se relativamente
pequena. Segundo Waegal (2002), a taxa de infeccdo poOr parvumna provincia Anhui
(China) chega a 1,33%. A taxa detectada em var@dneias ficou entre 1,36 e 13,3%. Um
estudo em Jeollanam-do (Coreia) demonstrou que aapeth% dos pacientes
imunocompetentes com diarreia foi positivo p@rgparvum(LEE et al., 2005). Em pacientes
HIV-soropositivos, no norte da india, 10,8% forapnfirmados positivos par&. parvum
(MOHANDAS et al., 2002). No Ird, pesquisa com indivos HIV positivos apresentou
prevaléncia de 1,5% pa€ parvum(ZALI et al., 2004).

Estudo com criangas africanas da Uganda que tindiameia persistente detectou
prevaléncia de€ryptosporidiumspp. de