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RESUMO

Para verificar a prevaléncia de Cryptosporidium em individuos humanos, através da Reagio
de Imunofluorescéncia Indireta, foram examinados 74 soros de imunodeficientes com um percentual de
ocorréncia de 55,40% de IgG. Em 210 soros de criangas examinados verificou-se uma prevaléncia
global estimada de 9,05%. O antigeno utilizado foi obtido da porgdo distal do tergo posterior do fleo de
bezerros inoculados experimentalmente com C. parvum. A sensibilidade da Reagdio de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tomando como padrdo os esfregagos fecais, foi 79,27%. Em 44 soros
de vaqueiros examinados foram encontrados 3 casos (6,81%) positivos em uma diluigdo de 1:40.

UNITERMOS: Cryptosporidium parvum, Reagdo de Imunofluorescéncia indireta,
Seres humanos.

INTRODUCAO

O género Cryptosporidium foi descrito pela primeira vez por TYZZER
(1907), nos Estados Unidos, examinando glandulas pépticas de camundongos e
denominando-o de Cryptosporidium muris. Uma segunda espécie, o
Cryptosporidium parvum foi identificada em 1912, pelo mesmo autor, parasitando o
intestino delgado de camundongos. Sdo protozoérios que medem de 3 a 4pm de
didmetro e se localizam freqiientemente nas bordas das vilosidades intestinais.O
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parasito possui um ciclo que é caracteristico de outros coccidios, envolvendo
freqiientemente uma transmiss@o fecal-oral nos hospedeiros infectados. Os parasitos
proliferam assexuadamente, segundo a seqiiéncia: trofozoitas, merontes e merozoitas
e sexuadamente, com os micro e macrogamontes (POHLENZ et al. 1978). Segundo
CURRENT (1985), o Cryptosporidium ¢ um importante agente responsavel por
gastrenterites em varias espécies de animais, especialmente em bovinos, ovinos e
seres humanos.

As técnicas utilizadas para detec¢do de Cryptosporidium sdo baseadas
principalmente na observagdo de oocistos em esfregagos corados e, segundo
BOUFASSA OUZROUT et al. (1986), citado por ORTOLANI (1988), sdo utilizadas
cinco técnicas para o diagnéstico do Cryptosporidium em pesquisas experimentais e
epidemiolégicas: exames histolégicos; exames coproldgicos; decalque de mucosas;
xenodiagn6sticos e exames sorolégicos.

Na maior parte das infecgdes de seres humanos e animais com
Cryptosporidium, o diagnéstico é feito ou por esfregagos fecais corados ou por
observagdes microscopicas dos estdgios endogenos do parasito em tecidos intestinais
obtidos por biépsias ou exames post-mortem. (NIME et al., 1976; LASSER et al.
1979).

Em razio da maior sensibilidade, particularmente esfregagos fecais com
baixa concentragio de oocistos, a técnica de imunofluorescéncia parece ser a eletiva
nos estudos de prevaléncia do Cryptosporidium em populagdes humanas e em
animais (STIBBS & ONGERTH, 1986).

Para detectar anticorpos circulantes, vérias técnicas sorolégicas tém sido
descritas. Elas incluem imunofluorescéncia indireta (TZIPORI & CAMPBELL,
1981; CAMPBELL & CURRENT, 1983) e, mais recentemente, a técnica
imunoenzimatica de ELISA. (UNGAR et al. , 1988).

Segmentos intestinais infectados com Cryptosporidium como fonte de
antigenos para RIFI foram utilizados por TZIPORI & CAMPBELL, (1981). O teste
foi suficientemente sensivel para detectar anticorpos especificos nos soros de 10
espécies de animais domésticos e em humanos em 80% e 100% dos soros testados.

O objetivo do trabalho € verificar a prevaléncia da criptosporidiose humana
através da pesquisa de anticorpos especificos pela Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta.

MATERIAL E METODOS

A populagio estudada era composta de individuos imunodeficientes
portadores da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) criangas procedentes

de creche e de laboratérios credenciados pelo SUS e vaqueiros de propriedades
rurais.

Foram colhidos 5 ml de sangue de cada individuo por pun¢do venosa, com
tubo vacutainer com anticoagulante. Os soros foram separados em aliquotas,
distribuidos em pequenos tubos e congelados a -20° C. As amostras de sangue dos
individuos com Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida foiram colhidas por
técnico do Hospital de Doengas Tropicais e encaminhadas ao IPTSP-UFG,
devidamente identificadas. As amostras de sangue das criangas e vaqueiros foram
colhidas e os soros separados por técnicos do IPTSP-UFG.

Exame sorolégico para Toxoplasma gondii

Quarenta e quatro soros de individuos imunodeficientes (SIDA), 19 criangas
e 3 vaqueiros com anticorpos anti Cryptosporidium foram separados para pesquisa
de anticorpos anti Toxoplasma gondlii.

As laminas com antigeno para realizagdo da reagdo de imunofluorescéncia
indireta foram preparadas a partir do exsudato peritoneal de camundongos infectados
com Toxoplasma gondii. Apés se processar as lavagens do exsudato e do sedimento,
ajustou-se o niimero de parasitos a uma concentragdo ideal em torno de 20 a 30 por
campo. O antigeno contendo os parasitos foi distribuido em laminas para
microscopia de imunofluorescéncia, acondicionado em recipientes fechados,
envolvidos por papel aluminio e mantidos a -20° C. O critério adotado para o
desenvolvimento da parte técnica da reago foi o mesmo de CAMARGO (1966).

Foram utilizados cortes por congelagdo (COUDERT et al. 1968) da porgéo
distal do tergo posterior do fleo de bezerros inoculados experimentalmente com C.
parvum de acordo com a seguinte seqiiéncia: No quinto dia ap6s inoculagdo, com o
aparecimento de diarréia e perda de apetite, os animais foram sacrificados e
necropsiados. O intestino delgado era, entdo dividido em duodeno, jejuno e ileo. O
fleo foi dividido em trés segmentos de 100 cm cada um, medidos a partir da jungdo
fleo cecal e denominados, respectivamente, tergo posterior, médio e anterior. Cada
tergo foi dividido também por sua vez em trés partes, aproximadamente do mesmo
comprimento cada uma e denominadas de porg¢do proximal, média e distal. Este
procedimento foi utilizado procurando-se detectar o histotropismo do parasito. De
cada porgo, foi usado um fragmento de 1 cm, que era acondicionado em recipiente
com formol a 10% e posteriormente processado para exame microscopico. O
processamento consistia de inclusio em parafina, microtomia e coloragdo com
hematoxilina e eosina, segundo MAIA (1979). As laminas coradas foram
examinadas em objetiva de imersdo (1000 X). O material estudado foi fotografado
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utilizando-se o equipamento para fotomicrografia modelo Automatic (model mf

AKS 24/36 ZEISS).

Através de um micrétomo de congelagdo (Cryostato de MILES), foram
seccionados fragmentos de quatro pm de espessura que, ap6s fixagdo nas laminas de
vidro para microscopia de imunofluorescéncia, foram utilizados como antigeno para
Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta.

Para realizar a pesquisa de anticorpos anti C. parvum as ldminas com cortes
por congelagdo foram retiradas do freezer e a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta
foi processada obedecendo a seguinte seqiiéncia:

a) fixagdo com acetona durante 30 minutos.(As laminas foram secadas ao ar ) ;

b) diluigdo dos soros em salina tamponada (pH 7,2) nas diluigdes: 1:40; 1:80; 1:160;
1:320;1:640 e 1:1280. (Cada diluigdo foi colocada sobre um corte de tecido) ;

¢) incubagio das ldminas em estufa a 37° C, durante 30 minutos em atmosfera
Gimida ;

d) lavagens das laminas duas vezes, em banhos diferentes de tamp@o fosfato (pH
7,2),durante 5 minutos cada vez;

e) secagem em meio ambiente;

f) colocar sobre o corte o conjugado IgG na diluigdo 1:100, previamente titulado.
(Conjugado BIOLAB - FLUORINE, anti y Globulina de carneiro anti 1gG
humana marcado com fluoresceina).

g) incubagdo e lavagem das laminas, seguindo o mesmo critério do item d;

h) montagem das ldminas em glicerina tamponada ( pH 8,6 ) com laminula;

i) observagdo das laminas em microscopio de imunofluorescéncia.(Objetiva X40).

Para IgM, o critério foi o mesmo adotado anteriormente, mas os soros foram
diluidos 1/5, 1/10, 1/20 e o conjugado utilizado foi FLUOLINE M (anti p)
BIOLAB, globulina de carneiro anti IgM humanas marcadas pelo isotiocianato de
fluoresceina em diluigdo 1/100. Em todas as reagdes foram utilizados
concomitantemente os controles positivos e negativos.

Trés grupos de individuos foram utilizados para estabelecer o critério de
positividade:

a) Vaqueiros, pela exposi¢do aos oocistos de Cryptosporidium eliminados nas fezes
dos bezerros;

b) Criangas com diarréia - sintoma sugestivo de criptosporidiose ;

¢) Individuos imunodeficientes ( SIDA ), por se tratar o Cryptosporidium de um

parasito oportunista.

Os critérios de positividade para os controles apresentavam uma
fluorescéncia de coloragio esverdeada em torno do corpo parasitdrio € o controle
negativo apresentava o corpo parasitdrio sem fluorescéncia, com colora¢do
avermelhada e pouca luminosidade.

Para o calculo da sensibilidade, os resultados da Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (pesquisa de anticorpos anti Cryptosporidium em
criangas) foram comparados aos resultados obtidos nos esfregagos fecais de criangas,
de acordo com a seguinte férmula utilizada por MONCAYO & LUQUETTI (1990):

S= x100

p+jn
onde: p (positivo); fn (falso-negativo) e S (sensibilidade).

As laminas da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta foram fotografadas
utilizando-se o microscépio de Epifluorescéncia Jenaluminar ZEISS.

RESULTADOS

Na TAB. 1, e FIG. 1 estdo os resultados da reagdo de imunofluorescéncia
indireta para pesquisa de anticorpos anti Cryptosporidium, em imunodeficientes
portadores de SIDA, criangas e vaqueiros procedentes da regido metropolitana de
Goidnia. . . v v
Os soros foram considerados positivos a partir de uma diluigéo 1:40.

Imunodeficientes (SIDA)
" De 74 individuos examinados, 41 (55,40%), foram considerados positivos,
sendo 37 (50,00%) para IgG e 4 para IgG e IgM (5,40%).
A prevaléncia de IgM encontrada nas amostras de soro de imunodeficientes
foram: 1:5 em cinco amostras (6,75%); 1:10 em uma amostra (1,35%) e 1:20 em
uma amostra (1,35%).

Criancas

Foram examinados 210 soros de criangas, com 19 positivos (9, 05%) Entre
as amostras positivas os titulos de IgG encontrados foram os-seguintes: 1:40 em
quinze amostras (78,95%); 1:30 em duas amostras’ (10,53%) e 1:160 em duas
amostras (10,53%).

Os resultados para IgM foram todos negativos.

Os resultados obtidos em esfregagos fecais e os obtidos através da Reagéo
de Imunofluorescéncia Indireta, em 210 criangas foram comparados. Duas criangas
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foram positivas para o C. parvum pela Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta nas
diluigdes 1:40 e 1:80, e pelos esfregagos fecais corados.
Célculo da sensibilidade:

§=—P %100
p+n

onde: p (positivo) = 19; fn (falso-negativo) = 5; assim temos:

S= 1 =79,17%
24

Vaqueiros

Dos 44 soros de vaqueiros trés (6,81%) apresentaram reagdes sorologicas
positivas (IgG) na diluigéo 1:40 (6,66%).

Anticorpos anti Toxoplasma gondii em soros examinados procedentes da regido
metropolitana de Goidnia

Anticorpos anti T. gondii observados em trés grupos de individuos:

a) Imunodeficientes (SIDA): em 41 amostras de soros positivos para anticorpos anti
Cryptosporidium, 20 (48,78%) estavam positivos para anticorpos anti
Toxoplasma, com os titulos 1: 64 em 8 amostras (19,51 %); em I: 256 em 8
amostras (19,51%) e 1: 1000 em 4 amostras (9,76%).

b) Criangas: em 19 amostras de soros positivas para Cryptosporidium s6 uma
acusou anticorpos anti 7. gondii ( titulo, 1:64), as demais foram negativas.

¢) Vaqueiros: nas trés amostras positivas para Cryptosporidium, titulo 1:40, foram
detectados também anticorpos anti 7. gondii com titulo 1:64.
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Tabela 1.Resultados da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta para pesquisa de
anticorpos anti C. parvum em imunodeficientes portadores de SIDA,
criangas e vaqueiros procedentes da regido metropolitana de Goiénia - Go.

1993/1994.
POSITIVOS TITULOS DE IgG
GRUPOS INDIVIDUOS n % 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/128
EXAMINADOS 0
Imunodeficientes 74 41 55,40 15 14 8 2 2 0
Criangas 210 19 9,05 15 2 2 0 0 0
Vaqueiros 44 3 6,81 3 0 0 0 0 0

Figura.l A. Reagio de Imunofluorescéncia Indireta positiva para C. parvum em soro
de imunodeficiente. (X 1000)




212

CARNEIRO, J.R.; GUIMARAES, 0.8.; CURY; F.C.; RODRIGUES; N.; LIMA, J.D. Diagn6stico

sorolégico da criptosporidiose humana. Rev. Pat. Trop.24 (2 ): 205 - 217 jul/dez. 1995

(B)

Figura.l B. Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta negativa para C. parvum em
soro de imunodeficiente. (X 1000)

DISCUSSAO

Nos exames sorol6gicos, foram considerados positivos os resultados da
Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta na diluigdo de 1:40. Observou-se, no
presente trabalho, fluorescéncia nas reagdes sorolégicas das diluigdes a partir de
1:10. Mas a escolha da diluigdo 1:40 como positiva deve-se as observagdes de
CAMPBELL & CURRENT(1983) e MANN et al.(1987). Segundo DE CARLI &
SARAIVA (1991) a utilizagdo de diluigSes mais elevadas evita a ocorréncia de
reagdes cruzadas do Cryptosporidium com outros parasitos apicomplexos como
Toxoplasma, Sarcocystis e Isospora.

A Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta, para pesquisa de anticorpos anti
Cryptosporidium, utilizando secgdes do intestino dos animais como antigenos, foi
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realizada por TZIPORI & CAMPBELL (1981), que utilizaram um carneiro
inoculado com oocistos de Cryptosporidium isolado de bezerros com diarréia.
CAMPBELL & CURRENT (1983) que examinaram soros de trés individuos através
da Reagdio de Imunofluorescéncia Indireta, utilizando fragmentos de intestino de
camundongos como antigenos. Outras técnicas da Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta foram desenvolvidas por GARCIA et al. (1987) que empregaram anticorpos
monoclonais e um anticorpo secundario conjugado ao isotiocianato de fluoresceina
para detecgdo de antigeno em material fecal, mostrando 100% de sensibilidade e
especificidade. UNGAR et al. (1986) utilizaram a técnica de ELISA para pesquisa de
anticorpos IgG e IgM em pacientes imunocompetentes e imunodeficientes. O teste
permite avaliagdo quantitativa de anticorpos circulantes, com sensibilidade em torno
de 95%.

A técnica da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta utilizada no trabalho
foi eficaz, ndo apresentou reagdes cruzadas e mostrou boa visualizagdo das formas
endogenas do C. parvum. No entanto, a técnica apresentou algumas dificuldades na
produgdo de antigenos: a) autélise do tecido, quando néo preparado de imediato, e
fragmentos tissulares ndo parasitados confirmando as observagdes de POHLENZ et
al. (1978) e de BERGER (1984) segundo as quais as formas end6genas do
Cryptosporidium desaparecem do intestino delgado em torno de 6 horas ap6s a morte
do animal; b) ndo houve uniformidade na distribui¢do dos parasitos nos cortes
seqilenciais. Observou-se, no tergo distal da porgdo posterior, uma melhor
distribuigdo do parasito, com as formas parasitirias acompanhando as vilosidades
intestinais e uma maior concentragdo do antigeno. Porém, tal fato ndo ocorreu nas
porgdes média e proximal, onde a distribuicdo foi mais irregular ¢ com menor
concentragdo de antigeno.

Imunodeficientes (SIDA)

A TAB. 1 revela uma maior prevaléncia de anticorpos anti Cryptosporidium
em individuos imunodeficientes (SIDA).

A prevaléncia de 55,40% de anticorpos anti C. parvum no grupo de
individuos imunodeficientes, (TAB. XII) (tabela 1) se aproxima ao resultado
verificado por TSHAIHONG & MA (1990), que examinaram soros de 70 individuos
imunodeficientes (SIDA) com gastrenterite através da técnica IFA e verificaram um
percentual de 50% de individuos com Cryptosporidium. CAMPBELL & CURRENT
(1983), também examinaram soros de imunodeficientes (SIDA), para pesquisa de
anticorpos anti Cryptosporidium. De 10 amostras de soro examinadas trés estavam
positivas, com dilui¢des variando de 1:40 e 1:160, enquanto sete soros restantes ndo
tinham niveis de anticorpos detectaveis.
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Os estudos sorolégicos mostraram, segundo UNGAR (1990), que a
criptosporidiose em imunodeficientes tem aumentado em paises menos
desenvolvidos, embora na Europa e nos Estados Unidos tenham sido encontrados
percentuais de 25% e 35%, respectivamente, resultados bem superiores aos
encontrados nos exames de fezes.

A maioria dos trabalhos com imunodeficientes realizados para pesquisa de
Cryptosporidium foi realizada através de exames de fezes. Os percentuais estimados
de Cryptosporidium nesses individuos sdo variaveis e, de acordo com CHACIN-
BONILLA et al. (1992), sio de 3 a 4% nos Estados Unidos. Em pacientes
sintomaticos, o percentual é maior e de acordo com WHITESIDE et al. (1984) atinge
a 23,3%. No Brasil, estes percentuais atingem 12,1% e 21,2%, de acordo com DIAS
et al. (1988) e GUIZELINI & AMATO NETO (1992), respectivamente.

Criancas e vaqueiros

A prevaléncia de Cryptosporidium obtida através da Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (TAB. 1) foi superior a verificada através dos exames
de fezes. Esse resultado ja era esperado em razdo da maior probabilidade de serem
detectados anticorpos anti Cryptosporidium nos soros dos individuos examinados.
Esta observagio foi coincidente a verificada por CASEMORE (1990).

O célculo da sensibilidade apresenta dificuldades inerentes a natureza da
amostra (seres humanos). Tais dificuldades acabam determinando um certo grau de
incerteza na interpretagdo dos resultados obtidos, o que foi também observado por
MATHAN et al.(1985).

A prevaléncia de anticorpos anti Cryptosporidium nos grupos de criangas e
vaqueiros nio pode ser comparada aos demais resultados da literatura brasileira por
n#o serem encontrados pardmetros, principalmente em relagéo a técnica utilizada.

O aparecimento da infe¢do por Toxoplasma néo resultou em reagdo cruzada
com Cryptosporidium. Essa observagio foi verificada também por CAMPBELL &
CURRENT (1983). Segundo DE CARLI & SARAIVA (1991) as reagdes cruzadas
de Cryptosporidium com Toxoplasma, Sarcocystis e Isospora sdo minimas ou
inexistentes.

CONCLUSAO

A porgdo distal do ileo de bezerros inoculados experimentalmente pode ser
utilizada como antigeno no diagnéstico sorologico da criptosporidiose humana,
através da Reagio de Imunofluorescéncia Indireta.
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SUMMARY

Serological Diagnosis of Human Cryptosporidiosis

In order to verify the prevalence of Cryptosporidium, in human individuals,
through the Indirect Immunofluorescence test (IIF), sera from 74 immunodeficient
patients were examined, with an IgG occurrence of 55,40%. We have verified an
estimated global prevalence of 9,05% in 210 sera of examined children. The antigen
employed was the one obtained from the distal portion of the posterior third of the
ileum of calves experimentally inoculated with C. parvum. The IIF test sensitivity,
taking the faecal smears as a pattern, was of 79,27%. The prevalence in sera from 44
countrymen examined, was 6,8% (3 positive cases) at 1:40 dilution.

KEYWORDS: Cryptosporidium parvum, Indirect Immunofluorescence Reaction,
Humans beings.
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