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RESUMO

Os protozoarios parasitos intestinais Cryptosporidium e Giardia tém merecido grande aten¢@o dos
pesquisadores, em virtude de sua associagdo com doengas diarreicas agudas e cronicas, tanto em
pacientes imunocomprometidos quanto em individuos imunocompetentes. A ocorréncia de surtos
pela ingestdo de 4gua ou de alimentos contaminados aumenta sua importincia em saide publica.
Em maio de 2007, foi realizada a II Conferéncia Internacional sobre Giardia e Cryptosporidium
para discutir o estado atual do conhecimento e formular questdes com os objetivos de identificar
estratégias efetivas de controle, discutir e transmitir informagdes pertinentes e tecnologia, além
de encorajar jovens cientistas. Este artigo tem como finalidade divulgar essas informagdes entre
a comunidade cientifica brasileira. Durante o evento, foram discutidos numerosos aspectos da
biologia desses parasitos, os avangos das novas tecnologias de deteccao e caracterizagdo molecular,
fundamentais para o conhecimento da epidemiologia, e também estudos protedmicos que possam
indicar novos métodos para o controle de Giardia e de Cryptosporidium.

DESCRITORES: Giardia. Cryptosporidium. Epidemiologia Molecular. Doengas
diarreicas.

INTRODUCAO

Os protozoarios intestinais estdo sendo cada vez mais objeto de estudo
em virtude de sua associagdo com doengas diarreicas agudas e cronicas, tanto
em pacientes imunocomprometidos quanto em individuos imunocompetentes,
principalmente criangas e idosos. As infecgdes intestinais causadas por protozoarios
sdo comuns no mundo inteiro. A ocorréncia de surtos pela ingestdo de agua (Karanis
et al., 2007, Bouzid et al., 2008) ou de alimentos contaminados com protozoarios
intestinais aumenta sua importancia em saude publica, mas, até o presente, os relatos
da literatura referem-se, quase sempre, a casos ocorridos em paises desenvolvidos.
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Giardia e Cryptosporidium sdo protozodrios entéricos ubiquos que
infectam humanos, animais domésticos e silvestres em todo o mundo (Xiao & Fayer,
2008). Nos paises em desenvolvimento, Giardia e Cryptosporidium, juntamente
com bactérias e virus, constituem parte de um complexo grupo de doencas
diarreicas que causam grande absenteismo no trabalho e podem representar uma
das causas que impedem o desenvolvimento socioecondmico desses paises. Giardia
e Cryptosporidium estdo incluidos na Iniciativa das Doencas Neglicenciadas da
Organizagdo Mundial de Saude (World Health Organisation Neglected Diseases
Initiative) por causa de sua estreita relagdo com a pobreza, com a falta de saneamento
basico e com a qualidade da 4gua de consumo (Savioli et al., 2006).

No periodo de 13 a 18 de maio de 2007, foi realizada a II International
Giardia and Cryptosporidium Conference em Morelia, no México. De acordo
com os organizadores, o evento teve trés objetivos principais: 1) reunir cientistas
aclamados internacionalmente para discutir o estado atual do conhecimento e fazer
perguntas que ajudassem a identificar estratégias efetivas de controle; 2) discutir
informacdes pertinentes e transmiti-las, assim como as novas tecnologias; 3)
encorajar jovens cientistas a apresentar seus dados e a interagir com os cientistas de
renome mundial, expandindo suas redes cientificas.

Durante o evento, foram discutidos: aspectos da biologia e do controle
desses parasitos, avangos proporcionados pelas novas tecnologias de deteccao e
caracterizagdo molecular que t€ém importancia fundamental no conhecimento da
epidemiologia, estudos protedmicos que podem indicar novos métodos para o
controle de Giardia e Cryptosporidium.

Porém, no Brasil, a identificagdo molecular, que ¢ uma metodologia ja
disponivel para diagndstico da doenga e rastreamento da fonte de infec¢@o e de
contaminacdo ambiental, particularmente em agua e em alimentos, ainda estd dando
seus primeiros passos, contando com alguns trabalhos académicos e poucos artigos
publicados (Araujo et al., 2005; Araujo et al., 2007, 2008; Carvalho-Almeida et al.,
2005, Gongalves et al., 2006, 2008; Huber et al., 2007; Meireles et al., 2006; Souza
et al., 2007; Thomaz et al., 2007; Volotdo et al., 2007).

Em razdo da auséncia de pesquisadores brasileiros no evento, este artigo
pretende divulgar noticias, discussdes, questionamentos, experiéncias e avangos
mais recentes nos estudos sobre Giardia e Cryptosporidium em diversos paises
industrializados, como Gra-Bretanha, Estados Unidos, Australia, Canada, Holanda,
Bélgica, Italia e Franga.

A CONFERENCIA

O evento teve inicio com uma reflexdo sobre o impacto de Giardia na
ciéncia e na sociedade, ressaltando-se que, apesar de ter sido descoberta ha mais
de 400 anos nas fezes de seu proprio descobridor, Leeuwenhoek, por muitos anos
foi vista apenas como uma curiosidade e ndo como um patoégeno. O potencial
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patogénico de Giardia em humanos ndo mais representa diivida e, em 2006, ela foi
incluida na lista das doengas negligenciadas nas regides em desenvolvimento do
mundo (Savioli et al., 2006). No entanto, nosso conhecimento sobre a significancia
do potencial patogénico de Giardia nos animais domésticos e silvestres ainda
¢ pequeno, porém estudos recentes sugerem que a infec¢do por Giardia pode
afetar a produgdo do gado que se traduz em prejuizo econdmico. Varias pesquisas
biomoleculares evidenciam a transmissao zoondtica e demonstram a necessidade de
se reavaliar sua taxonomia.

Como exemplo da importancia do homem no processo de transmissao,
uma pesquisa sobre Giardia realizada em Banks Island, no Artico Canadense,
mostrou elevada prevaléncia e intensidade de Giardia duodenalis Assemblage A
em muskoxen (um raro bovino peludo nativo do Artico) (Kutz et al., 2008). Suzan
Kutz ratificou os achados de outros pesquisadores, segundo os quais os humanos
sdo os componentes mais importantes na epidemiologia de giardiase e o fluxo do
parasito dentre e entre as espécies ainda ndo esta claro. A pesquisadora destacou que
os surtos de veiculagdo hidrica geralmente identificam a contaminagdo por esgotos
como a fonte de infecgdo.

Um estudo na Bélgica revelou que as infec¢des humanas foram causadas
por G. enterica (Assemblage A) em 36% dos casos, G. duodenalis em 23% e
infec¢do mista em 41% dos casos. De acordo com Thomas Geurden, esse resultado
ratifica o fato de que a contribuigdo do gado como fonte de infeccdo de giardiase
humana ¢ minima, uma vez que a maioria das giardiases bovinas ¢ causada por G.
duodenalis Assemblage E (Geurden et al.,2008).

A classificacdo corrente de Cryptosporidium e Giardia ¢ baseada em
uma variedade de pardmetros, incluindo preferéncia de hospedeiro e transmissao
cruzada, diferencas morfoldgicas, sitios de infec¢do e diferengas genéticas. Com
base na morfologia dos trofozoitos, existem seis espécies de Giardia, a saber:
G. muris em roedores, G. agilis em anfibios, G. psittaci e G. ardea em aves, G.
microti em coiote e G. duodenalis (com sete assemblages ou grupos genéticos) em
mamiferos (Smith et al., 2007).

Foi apresentado um breve historico sobre os avangos nas pesquisas de
Cryptosporidium, um dos 300 géneros do filo Apicomplexa, ja registrado em 106
paises. Os estudos dos genotipos acrescidos de informagdes sobre morfologia e
biologia t€m servido para denominar novas espécies. Exemplo disso ¢ que, durante
o evento em maio de 2007, pesquisadores como Ronald Fayer, Una Ryan e Lihua
Xiao, entre outros, reconheciam como validas apenas 16 espécies e atualmente ja
reconhecem mais trés novas espécies, C. fayeri ¢ C. macropodum em cangurus
(Ryan et al., 2008; Power & Ryan, 2008) e C. ryanae em gado (Fayer et al., 2008).
As espécies nomeadas sdo: C. parvum (genotipo bovino) em humanos e mamiferos
ungulados, C. hominis em humanos, C. meleagridis em aves e humanos, C. bovis
em bovino e ovino, C. suis em porcos, C. wrairi em porquinho da india, C. felis em
gato, C. canis em caes, C. saurophilum em lagartos, C. serpentis em cobras, C. muris
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em roedores, C. andersoni em bovino, C. galli e C. baileyi em aves, C. molnarie C.
scophthalmi em peixes. Além dessas espécies, existem, aproximadamente, outros
40 criptosporidios sem nome, denominados genotipos, que sdo distintos e, em sua
maioria, pertencem provavelmente a espécies cripticas (Smith et al., 2007). Ha
ainda 10 gendtipos de aves (Ng et al., 2006). Sobre as espécies de aves, Una Ryan
referiu-se a hipdtese de que C. meleagridis seja originalmente parasito de mamiferos
e que C. galli ¢ muito patogénico para passaros. Recentemente foi descrito um novo
genotipo de Cryptosporidium (Wang et al., 2008).

Por outro lado, gerou grande discussdo a proposi¢ao de uma nova
espécie, C. pestis, para o parasito causador da transmissdo de animal para humano.
A proposicao foi feita com base, principalmente, no fato de que C. parvum foi
descrita em camundongo e também porque existe uma diferenga genética muito
clara entre Cryptosporidium bovine genotype e o mouse genotype (Slapeta 2000).
Diferentemente dos outros pesquisadores acima citados, Joan Slapeta e Paul Monis
ja consideravam como validas 21 espécies de Cryptosporidium.

Umaconsultaaliteraturarevelou que jdharegistrode C. pestis diagnosticado
como o agente causal de diarreia em tartarugas (Traversaa et al., 2008).

No histérico das espécies endémicas de Cryptosporidium que infectam
humanos em varias partes do mundo, Lihua Xiao citou que as cinco espécies
responsaveis pela maioria das infecgdes, tanto em individuos imunocompetentes
quanto em imunocomprometidos, sdo: C. hominis, C. parvum, C. meleagridis,
C. felis e C. canis. Ocasionalmente, outras poucas espécies e gendtipos de
Cryptosporidium sao encontrados em humanos, como C. muris, C. suis, C.
andersoni, e Cryptosporidium genétipos do cervo e do macaco (Xiao & Feng,
2008). Estudos de epidemiologia molecular em paises em desenvolvimento revelam
que a complexidade na transmissao de C. hominis depende do pais. Nesses paises,
geralmente hd uma alta endemicidade de Cryptosporidium e baixa ocorréncia de
surtos, sendo as criangas e os individuos imunocomprometidos os mais afetados.
E importante ressaltar que a baixa prevaléncia de infecgdes mistas reportadas
em criangas se deve ao fato de ser detectado apenas o genotipo dominante. Os
resultados de estudos de subtipagem de C. hominis (alelos Ia, Ib, Id, Ie) revelam
a diversidade da transmissdo em areas endémicas e enfatizam a necessidade de
extensivos estudos de epidemiologia da criptosporidiose (Cama et al., 2007, 2008;
Chalmers et al. 2008).

Muitos estudos de biologia, morfologia, bioquimica, preferéncia de
hospedeiros, imunologia, patogenicidade, fisiologia e prevaléncia de C. parvum
tém sido realizados. Os relatos sobre os novos estagios extracelulares do ciclo de
vida em culturas de células e meios acelulares tém estimulado muita controvérsia.
Talvez os genomas de C. parvum e C. hominis difiram em importantes etapas
metabdlicas de outros organismos Apicomplexa, explicando as razdes por que as
drogas usadas em outras doencgas falham no tratamento da criptosporidiose. Por
exemplo, a localizagdo intracelular, mas extracitoplasmatica ¢ biologicamente
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unica, o que poderia explicar algumas caracteristicas, até mesmo sua resisténcia aos
agentes antimicrobianos.

Ainda que a aquisi¢do de novas informagdes sobre este género tenha sido
fenomenal em menos de uma década, ainda ha alguns mistérios como, por exemplo,
0 motivo por que alguns isolados sdo mais patogénicos do que outros.

Em meio a confusa nomenclatura desses coccideos, teve curso uma
oportuna palestra sobre nogdes de nomenclatura. Taxonomia ndo ¢ simplesmente
uma preocupacdo dos biologistas, ¢ uma ciéncia (Bowman 2005). O taxon pode
ser determinado pelo pesquisador (i.e., familia, género, espécie) de acordo com
sua necessidade. Mas o pesquisador tem obrigacdo de sempre seguir as normas
estabelecidas pelo International Code of Zoological Nomenclature (ICZN) para
evitar a grande confusdo que hoje existe quanto a nomenclatura de novas espécies,
principalmente de Cryptosporidium. Genotipo, termo ndo reconhecido pelo ICZN,
€ um descritor temporario e ndo um taxon. Um ponto controverso em relacdo aos
nomes cientificos apos 1999 refere-se aos trabalhos publicados, uma vez que os
autores consideram um nome como valido ap6s sua publicagdo. Muitas vezes os
autores se esquecem de observar alguns itens do codigo do ICZN, como o artigo 23
— Principio da Prioridade — e o artigo 52 - Principio da Homonimia. Foi enfatizada
ainda a importancia de que o espécime tipo da defini¢do original da espécie
permaneca guardado, geralmente em colegdes de museus, para exames posteriores
por outros pesquisadores.

Um assunto muito polémico é a proximidade do género Cryptosporidium
com a subclasse Gregarina (parasitos de invertebrados), baseada em algumas
caracteristicas morfologicas, biologicas e bioquimicas. Foram expostas evidéncias
de que Cryptosporium spp. ndo sdo “coccidia” sensu stricto. Um trabalho de
reacdo sorologica cruzada de Cryptosporidium com Monocystis sp (Gregarina) e de
métodos moleculares mostra evidéncias de que eles possuem um ancestral comum
(Carreno et al., 1999; Barta & Thompson, 2006). John Barta concluiu dizendo que
“Cryptosporidium ndo sdo estranhos coccidia, eles devem ser pequenas gregarinas!”.

A inabilidade de passagens continuas de Cryptosporidium em culturas de
células e a inabilidade de criopreservar os oocistos ou os estagios intracelulares sdo
limitagGes, por exemplo, para desenvolver técnicas padronizadas de identificagdo. As
proteinas de interesse do parasito s6 podem ser expressas em hospedeiros substitutos,
como Toxoplasma gondii, bactérias ou leveduras (Tzipori & Widmer, 2008).
Recentes desenvolvimentos no cultivo in vitro t€m revelado que Cryptosporidium
pode completar seu ciclo de vida fora das células do hospedeiro. As similaridades
entre Cryptosporidium e Gregarina incluem o ciclo de vida monoxénico, oocistos
com quatro esporozoitas e parede dupla, gamontes extracelulares e localizagdo no
trato gastrointestinal do hospedeiro (Hijawi et al., 2004).

Una Ryan definiu dois conceitos que ainda suscitam duvidas: genotipagem,
como a identificacdo de diferentes espécies, e fingerprint, como a diferenciagdo
dentro da espécie. Atualmente os Jloci utilizados para a identificagdo genotipica
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de Cryptosporidium sao: a) 18S RNA; b) actin (acetil-CoA sintetase); c) HSP-70
(heat shock protein de 70kDa); d) COWP (proteina de parede do oocisto); €) TRAP
(thrombospondin-related adhesive proteins); f) DHFR (dihydrofolate reductase).
Para a subtipagem de C. hominis e C. parvum, deve ser usado o gene GP60 (60-KDa
glicoproteina) por ser um gene hipervariavel, biologicamente relevante, amplamente
utilizado em pesquisas e o gene mais polimdrfico e o microssatélite ML1.

Em um estudo realizado na Holanda, no qual foram empregados os
loci dos genes 18S rDNA, COWP, HSP70, microssatélite ML1 e GP60, foram
encontrados 70% de C. hominis, 19% de C. parvum, 10% de infeccdo mista
(C. hominis + C. parvum) e 1% de C. felis. Nas infec¢des mistas, as criangas
apresentaram principalmente C. hominis; nos adultos, a predominancia foi de C.
parvum. Nas fezes de bovinos, foi encontrado apenas C. parvum. A subtipagem
revelou dois ciclos de transmissdo: transmissdo homem—homem e transmissdo
zoonotica (Wielinga et al., 2008).

Andrew Thompson considera que, para o estudo de Giardia, o gene TPI
(triose phosphate isomerase) seja o mais variavel, ideal para identificacdo de cepas.
O gene GDH (glutamase dehidrogenase), com moderada variabilidade, ¢ o mais
versatil. O gene [-giardin, como ldcus tnico e conservado, tem grande potencial
para definir os grupos dentro dos Assemblages. O gene SSU rDNA ¢ ttil para
tipagem de Assemblage e subassemblage (Traub et al., 2005).

Por causa da morfologia de Gidrdia, as investigacdes da especificidade de
hospedeiros e os padrdes de transmissibilidade requerem a caracterizagao genética
dos cistos nas amostras dos hospedeiros. Para isso, foram realizados PCR e o
sequenciamento direto de quatro genes diferentes (18S rRNA, B-giardin, GDH, e
TPI) que foram combinados para identificar os multilocus (MLG) dos genétipos
de cada Assemblage em 61 amostras humanas e 29 animais. Nos isolados de
Assemblage A, foram identificados 10 MLG, tendo sido raramente idénticos os
MLG humanos e os animais. Nao ficou evidenciada transmissao zoonética (Caccid
& Ryan 2008; Cacci6 et al., 2008). Simone Caccid, ao contrario de Andrew
Thompson, considera que o gene 18S rRNA nao ¢ muito informativo.

No workshop sobre os métodos atuais (Jex et al., 2008) e futuros para
genotipagem de Cryptosporidium e Gidrdia, foi reiterada a grande utilidade da
genotipagem desses protozodarios, embora tenhaficado evidente a falta de padronizacao
das varias etapas dos procedimentos para a genotipagem, tais como: coleta de amostra
ambiental (4gua), preservacao de amostra fecal, processamento das amostras de gua,
extracdo do DNA e regido do gene alvo para amplificagdo pela PCR.

E consenso que os estudos de Cryptosporidium e Giardia ainda carecem
de padronizacdo internacionalmente aceita, o que aumentaria a confian¢a nos
resultados, estabeleceria padrdes de performances para os analistas e os laboratdrios
similares, aumentaria o conhecimento e a base educacional dos pesquisadores e dos
gerentes de laboratorios e possibilitaria a validagdo dos métodos entre a comunidade
cientifica. Ainda permanece a divida sobre qual tipo de amostra é necessario:
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oocistos, cistos, lisados ou DNA? Como devem ser concentrados os (00)cistos para
serem conservados e enviados? Como sera extraido o DNA dos oocistos? Quanta
informagao ¢ necessaria? Quais loci utilizar? Devem ser testados pelo menos dois
loci e um desses deve ser o 18S rDNA para Cryptosporidium ou o pesquisador deve
ter liberdade para escolher? Essas questdes ainda permanecem sem resposta.

Sobre o emprego das diferentes metodologias de diagndstico de
Cryptosporidium e Giardia, Rachel Chalmers citou como exemplo a situacdo
na Gréa- Bretanha, onde o exame microscopico continua sendo o padrdo para o
diagnostico clinico de rotina dos pacientes com diarreia que procuram assisténcia
médica. L4 a estimativa é de que apenas um quarto dos pacientes fornega amostra
de fezes para exame. Entre os laboratorios, 70% usam como rotina a coloragdo
com Auramina, 26% empregam a colora¢do modificada de Ziehl Neelsen, métodos
que, embora sejam menos sensiveis, sdo os de menor custo. Atualmente os testes
imunoenzimaticos vém sendo introduzidos no diagnostico de rotina nos laboratdrios
que processam grande nimero de amostras, seguidos de teste de confirmagio
género-especifico. Nos Estados Unidos, o emprego desses métodos em conjunto
com a microscopia de imunofluorescéncia aumenta a sensibilidade e a especificidade
sobre as coloragdes convencionais, mas o custo ¢ elevado para muitos paises, como
€ nosso caso no Brasil. Foi enfatizado que, para a escolha do método diagndstico,
devem ser considerados varios fatores como: a finalidade do trabalho, a simplicidade
de execugdo da técnica, a facilidade de interpretacdo dos resultados, os equipamentos
necessarios, os técnicos e seu nivel de treinamento e de experiéncia, a quantidade
de testes demandada, a rapidez da resposta, a sensibilidade ¢ especificidade, a
reprodutibilidade, as metodologias combinadas, PCR multiplex e os custos. A
modernizagdo dos servigos deve aumentar o uso de PCR para o diagndstico e, mais
logicamente, o emprego de PCR multiplex para patgenos gastrointestinais.

Com base em sua experiéncia, Vitaliano Cama recomendou o exame
microscopico de 50ul de amostra de fezes concentradas pela técnica de Ritchie para
detecgdo de G. duodenalis em estudos epidemiologicos. Os espécimes positivos
pela microscopia optica devem ser confirmados pela reagdo de imunofluorescéncia
direta, utilizando-se o kit Merifluor (Meridian Biosciences, Cincinati, Ohio) (o
que no Brasil eleva muito o custo do exame) ou pela amplificagdo por PCR e
sequenciamento do gene TPI, que o pesquisador considera ser método de baixa
sensibilidade, mas de alta especificidade (Feng et al., 2008).

Quanto a utilizacdo da separagdo imunomagnética (IMS) de oocistos em
amostras de agua e de alimentos, varias dificuldades ainda precisam ser superadas,
pois a turbidez, a alta concentragdo de cétions divalentes, as substancias organicas
e os polissacaridios afetam a eficiéncia na recuperacdo dos oocistos. A afinidade
do anticorpo e a expressdo dos epitopos dos oocistos também influenciam na
performance dos kits. A extragdo de DNA dos oocistos aderidos as pérolas
imunomagnéticas tem como desvantagem carregar os inibidores de PCR aderidos as
pérolas e, como vantagem, a pouca manipulagdo da amostra (Nichols et al., 2006).
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A literatura revela que a eficiéncia na recuperagdo de (oo)cistos de
Cryptosporidium e Giardia em amostras de agua varia de 10% a 100%. Isso
ocorre em consequéncia da variagdo entre os técnico-analistas, da grande variagdo
entre as amostras mesmo dentro de uma amostragem que pode ser muito grande,
necessitando da inclusdo de um controle interno positivo no teste. Uma vez que
existe a real necessidade de um novo sistema de concentracdo e eluigdo, foi
desenvolvido um método de recuperacdo automatizado, o Filta-Max foam filters ja
aprovado pela USEPA (Lee et al., 2004).

Muitas sdo as publicagdes que tentam definir a epidemiologia da
criptosporidiose e da giardiase. Embora muitos desses estudos tenham contribuido
para o entendimento desses importantes patdgenos, a compreensao de que todas as
cepas do patdgeno tém a mesma epidemiologia é incorreta. Porém, a habilidade de
investigar a epidemiologia dos diferentes subtipos desses patogenos teve de esperar
o desenvolvimento de testes (a maioria métodos moleculares) capazes de identificar
de modo confiavel as diferengas entre cepas.

As fontes de infecgdo de Cryptosporidium ¢ Giardia podem ser: a)
pessoa—pessoa; b) hidrica: descarga de esgoto, runoff, aguas recreacionais; c)
alimentos: por contaminagdo ambiental; d) zoonotica.

Um estudo realizado em Ontario, Canada, demonstrou pela primeira
vez a predominancia de G. duodenalis Assemblage B (zoonotica) no gado, e foi o
primeiro relato de Giardia e Cryptosporidium em carne crua comprada no varejo
(Coklin et al., 2007).

Na literatura, ha artigos que chamam a atenc@o para os mamiferos
domésticos e silvestres como fonte de infeccdo humana e de contaminagdo da agua
(Fengetal., 2007). Por outro lado, ha trabalhos que enfatizam a falta de evidéncias de
que animais domésticos, silvestres e de criagdo sejam as fontes de infeccdo humana
de criptosporidiose e giardiase. A questdo € que a contaminagio direta é a defecacdo
na agua, mas a maioria dos animais silvestres evita defecar na agua e outros
mamiferos ndo t€m acesso aos sistemas de distribuicdio de agua. A contaminacéo
indireta € a distribui¢do do gado, do esterco (adubo) e as chuvas fortes.

Na Bélgica, um estudo para detectar a ocorréncia de Cryptosporidium
¢ Giardia na infec¢do de primatas ndo humanos revelou alta prevaléncia de G.
enterica ¢ nenhuma ocorréncia de Cryptosporidium (Levecke et al., 2007).

Na Australia, um estudo revelou que, dos isolados humanos, C. hominis
(75,2%) foi predominante tanto na area urbana como na rural; C. parvum (22,9%)
foi mais presente nos casos urbanos e C. meleagridis representou 1,9% dos casos. A
principal rota de transmissdo parece ser a direta de pessoa a pessoa (Ng et al., 2008).

Um fato que merece atengdo ¢ o risco bioldgico representado por Giardia
e Cyptosporidium em alimentos congelados, pois atualmente apenas as bactérias
sdo consideradas como potenciais riscos de contaminagdo. A Taildndia é um dos
maiores exportadores de frutos do mar para varias regides do mundo, por isso
estava sendo considerada a inclusdo de Giardia e Cryptosporidium na lista da
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HACCP (Hazard Analysis Critical Control Poinf) para as industrias de alimentos
congelados. Em amostras de 200g de comida crua foram registrados de 6,6%
a 35% de Giardia Assemblage A e 3,33% de Cryptosporidium e, em alimentos
processados, 10% de Giardia Assemblage B e de 0% a 3,33% de Cryptosporidium
(Sutthikornchai et al., 2006).

Em Palermo, Italia, apesar de um estudo de 40 amostras de saladas prontas
para consumo nao ter dectado a presenca de Cryptosporidium e apenas uma amostra
ter apresentado cistos de Giardia, também estava sendo sugerido que esses parasitos
fossem incluidos na HACCP de industrias ou setores que usam produtos vegetais
frescos prontos para o consumo (Di Benedetto et al., 2007).

Apesar da mudanca na legislacdo dos padrdes de potabilidade da agua
de consumo na Gra-Bretanha e no Pais de Gales e da diminui¢do de casos de
criptosporidiose, a veiculacao hidrica de Crypfosporidium ainda representa fator de
risco para humanos (Lake et al., 2007b). O estudo de 3.368 casos e igual nimero
de controles revelou que C. parvum e C. hominis diferem em sua epidemiologia.
C. hominis foi altamente associado a areas com individuos de alto status
socioecondmico, a areas com criangas menores de 4 anos de idade e areas urbanas;
ao passo que os fatores de risco para C. parvum foram éareas rurais e a combinagao
de Cryptosporidium em 4gua de reservatorios, bacia hidrografica e fontes de dguas
subterraneas (Lake et al., 2007a).

Virios estudos de inativagdo de Cryptosporidium por exposicao aos raios
UV tém sido realizados em laboratdrio, mas apenas um trabalho testou a inativagao
dos oocistos de Cryptosporidium por insolagdo. A exposicao a irradiagdo solar pode
representar um importante fator na inativagdo dos oocistos de Cryptosporidium
presentes em diferentes tipos de colegdes hidricas (King et al., 2008). Este fator
poderia ter efeito positivo no Brasil, principalmente onde hd muitas horas de
insolagdo solar, como nas regides Nordeste e Norte.

O banco eletronico de dados com acesso gratuito, CryptoDB (http://
cryptodb.org/cryptodb/), contém anotacdes, dados experimentais e metodologias
multiplas de bioinformatica para andlise dos dados disponiveis. CryptoDB tem
um novo dispositivo desenhado para receber as EST (expressed sequence tags),
usadas para identificagdo de cepas. CryptoDB ¢ parte de uma grande base de dados
do filo Apicomplexa, ApiDB (http://ApiDB.org) que representa o ponto de entrada
unificada para o NIH/NIAID Apicomplexan Bioinformatics Resource Center
(Aurrecoechea et al., 2007; Heiges et al., 2006; Puiu et al., 2004).

No evento foi apresentado o banco de dados que est4 sendo organizado
para Cryptosporidium e Giardia, constituido por uma rede de cientistas de 12
institutos europeus. O objetivo principal da ZOOPNET (Zoonotic Protozoa network

for Cryptosporidium and Giardia) é implementar a expertise na detecgdo e controle
de Cryptosporidium e Giardia, coletando informacdes atualizadas sobre giardiase
e criptosporidiose na Europa. O banco de dados (http:/hypocrates.rivm.nl) esta
dividido em dois modulos: um banco de dados de sequéncias de DNA (hypocrates.
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rivm.nl/bnwww/MedVetNet) e um banco de dados epidemiologicos (Www.
hpa-bioinfodatabases.org. uk/zoopnet/epi_home), ambos acessiveis via internet
pelo portal da ZOOPNET: www.hpa-bioinfodatabases.org.uk/zoopnet/.

Maior quantidade de dados permitira mais comparagdes, por exemplo,
de gendtipo/clima, paises/viagens/genotipos ou tipo de trabalho (ocupagio) e
risco. A combinagdo da epidemiologia classica com as modernas tecnologias
de bioinformatica pode auxiliar no estudo de uma tnica amostra ¢ nos dados
de sequenciamento do DNA ligados a epidemiologia do parasito. Os pontos a
serem abordados sdo: a selecdo de marcadores, os métodos de genotipagem, as
informagdes epidemiologicas necessarias, a organizagdo do banco de dados e do
website com acesso aberto, dedicado a esses parasitos e proximo ao pesquisador.

Os projetos gendmicos aumentam as vastas bases de dados, de genoma
as EST, de RNA a perfis de expressdo de proteinas, via caminhos metabdlicos,
de polimorfismo genético e dados epidemiologicos de resultados gendmicos
comparativos, compilados da analise de espécies cruzadas. Embora essas
informagdes sejam muito valiosas, elas levantam um problema importante: como
captar efetivamente, manter, atualizar, anotar e integrar essas fontes para avangar
na pesquisa biomédica? A informatica gendmica e o desenvolvimento do banco
de dados ¢ um desafio para qualquer organismo, principalmente os patdgenos.
Para David Roos, o pesquisador ainda tem as seguintes questdes: Como as drogas
sdo metabolizadas? Quais antigenos estdo presentes e acessiveis na superficie do
parasito? Quais genes modificam a viruléncia e a resposta no hospedeiro? (Roos,
2005; Aurrecoechea et al., 2007).

O conhecimento do genoma inteiro de C. parvum e C. hominis (Xu et
al., 2004), tem aumentado muito nosso conhecimento da biologia desses parasitos.
Entretanto, ha auséncia geral de métodos de detecgdo (biomarcadores espécie/
especificos) que sejam rapidos e sensiveis para distinguir entre as duas espécies.
A descoberta da plataforma protedmica mostra simultaneamente grande niimero
de proteinas sintetizadas por um organismo, em adi¢do a muitas modificagdes
pos-translacionais observadas nessas proteinas. Os biomarcadores de proteinas
podem servir como indicadores da presenca Cryptosporidium e até mesmo de suas
espécies, permitindo a determinagéo do risco que possam causar nos sistemas de
agua e na producdo e processamento da carne (Truong et al., 2000).

O sequenciamento do genoma de C. muris estava quase completo
(http://msc.tigr.org/c_muris/index.shtml). Embora C. muris ndo seja um patogeno
importante para o homem e os animais domésticos e de criagdo, ¢ relevante
sequenciar seu genoma para possibilitar a comparacdo com o genoma das duas
espécies que mais afetam o homem e para a elucidagdo de aspectos relativos as suas
diferencas de especificidade e viruléncia.

Foi apresentado um estudo no qual foram descobertas oito proteinas que
induzem o excistamento de Cryptosporidium, que incluem proteinas ribossomais,
enzimas metabdlicas e proteinas heat shock. Essas proteinas representam alvos
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promissores para o desenvolvimento de novas vacinas ou quimioterapias que possam
bloquear a entrada do parasito nas células do hospedeiro (Snelling et al., 2007).

CONSIDERACOES

A taxonomia de ambos os coccideos ainda causa controvérsias. No
decorrer da conferéncia, ficou clara a falta de uniformidade na nomenclatura usada
pelos pesquisadores para Cryptosporidium. Ora foi empregado C. parvum genotipo
animal, ou C. parvum genétipo I, ou apenas C. parvum para a espécie zoondtica, C.
bovis para espécie de bovino ou ainda C. pestis para a espécie de bovino que causa
infeccdo humana. Para a espécie humana, foi usada C. hominis, C. parvum genotipo
humano e C. parvum gendtipo 1. Ha ainda discordéncia quanto as espécies validas.
Alguns autores consideravam 21 espécies validas de Cryptosporidium, enquanto a
maioria considerava apenas 16 espécies e 40 gendtipos ainda ndo nomeados. Em
relagdo as espécies que infectam humanos, Xiao acrescenta C. andersoni como
parasito eventual.

A nomenclatura de Giardia ainda ¢ mais confusa, uma vez que cada
pesquisador emprega uma denominagdo. Um rapido levantamento entre as palestras
proferidas e os trabalhos apresentados no evento revelou que 21 trabalhos adotaram
o nome G. lamblia, 21 nomearam G. duodenalis, 16 referiram-se a G. intestinalis,
2 referiram-se apenas a Giardia Assemblages sem empregar o nome especifico e 1
grupo ja denomina de G. enterica a Assemblage A de origem humana.

Em vérias palestras foi ressaltada a necessidade de uniformizar a
nomenclatura e de denominar corretamente a espécie com base no Cddigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN).

Outro ponto sobre o qual ainda ndo ha consenso ¢ a padronizagdo das
técnicas diagnosticas, desde o modo de composigdo das amostras liquidas, das
técnicas de concentragdo e purificagdo das amostras até mesmo o exame de fezes.
Enquanto Huw Smith considera que a concentragao de (oo)cistos por IMS faz com
que as pérolas retenham os inibidores de PCR, Guy Robinson relata que a separacdo
imunomagnética aumenta a sensibilidade de detecgio de oocistos em dgua e remove a
maioria dos inibidores. No entanto, o grupo de pesquisadores que fez o encerramento
do evento considerou que os dados de epidemiologia molecular dos parasitos,
das doengas e de rastreamentos das fontes de infeccdo revelaram padronizagido
suficiente dos métodos de genotipagem e subgenotipagem. Embora as avangadas
metodologias de biologia molecular nos laboratdrios de paises desenvolvidos sejam
factiveis, a microscopia Optica realizada por técnicos bem treinados nos paises em
desenvolvimento ainda € a realidade, como ¢ o caso do Brasil.

O desenvolvimento de analises de protozoarios em amostras ambientais
vem sendo impulsionado. Durante o evento, vimos que diferentes métodos de
diagnostico t€m sido desenvolvidos para detecgdo de Cryptosporodium e Giardia
em amostras de agua, cada qual apresentando vantagens e desvantagens. No entanto,
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ainda ndo ha um método que seja universalmente aceito. O método proposto pela
agéncia ambiental americana (“Method 1623: Cryptosporodium and Giardia
in water /IMS/FA” USEPA 1999), adotado em alguns paises industrializados, €
inviavel para os paises em desenvolvimento ou para os subdesenvolvidos, por
tratar-se de metodologia de alto custo.

O grande numero de trabalhos apresentados sobre genotipagem de
Cryptosporidium, principalmente em amostras ambientais, denota que esta ¢ uma
preocupacio geral. E importante determinar o papel da 4gua, principalmente, a 4gua
de consumo, como rota de transmissdo de Giardia ¢ Cryptosporidium. Por essa
razdo, varios trabalhos estudaram a viabilidade dos (oo)cistos e sua infectividade.
Isso porque € necessario conhecer as espécies e 0s gendtipos presentes no ambiente
para saber se sdo espécies de importancia para a satide publica. Porém, para avaliar
o risco real de contaminacdo destes (0o)cistos para 0 homem, é necessario saber se
eles sdo de espécies que infectam a populagdo humana, ou ainda, se estdo viaveis
nestes corpos de agua.

A compreensdo da maneira como esses parasitos interagem com seus
hospedeiros (biologia basica, bioquimica, fisiologia, imunologia) ¢ fundamental
para identificar seu sucesso como parasito intestinal. Com o sequenciamento dos
genomas de Giardia e Cryptosporidium, muitas informacgdes sobre as similaridades
e diferengas entre os parasitos ¢ os hospedeiros foram acrescidas. No evento,
também houve varias apresentacdes sobre as novas tecnologias gendmicas,
protedmicas, glicomicas e transcriptdmicas. O perfil protedmico ¢ uma abordagem
util para se obter uma visdo global das proteinas presentes num sistema sob
diferentes condigdes. Ele também pode auxiliar no entendimento dos determinantes
moleculares envolvidos na patogénese e no desenvolvimento de vacinas.

A preocupagdo com o conhecimento das rotas de transmissdo de Giardia
ficou evidenciada em duas sessdes. Uma na qual foi reiterada a importancia do
homem como a principal fonte de infec¢do na giardiase e outra que discutiu os fatos
¢ mitos do papel dos animais domésticos ¢ silvestres nas infecgdes humanas de
Giardia e Cryptosporidium.

Com a recente publicagdo do genoma de Cryptosporidium, a investigacdo
das proteinas expressas por C. parvum podera fornecer informag¢do complementar
sobre a biologia desse complexo organismo.

Foram apresentados alguns estudos para a identificagdo da expressdo das
proteinas nas diferentes fases de desenvolvimento dos parasitos, com o objetivo de
desenvolver medicamentos eficazes e entender a biologia basica de cada patogeno.

Apesar dos esfor¢os que vém sendo empreendidos por mais de 20
anos, ainda ndo ha um tratamento efetivo para criptosporidiose. Um ponto de
concordancia foi que ha urgéncia em desenvolver e avaliar novos medicamentos e
tratamentos com menos efeitos colaterais.

Em pesquisa com criangas de Fortaleza foram diagnosticados C. hominis
e C. parvum; os testes moleculares, a exemplo de trabalhos anteriores (Gongalves
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et al, 2006; Gatei el al., 2003), foram realizados no exterior (Bushen et al., 2007).
Todavia, uma pesquisa existente no Banco de Teses do portal da CAPES revela um
crescente nimero de trabalhos académicos principalmente sobre Cryptosporidium.
Podemos traduzir esse fato como a busca dos pesquisadores brasileiros em
padronizar metodologias de detecg¢@o e técnicas moleculares de baixo custo
para viabilizar o estudo das desconhecidas epidemiologias de criptosporidiose e
giardiase no Brasil.
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ABSTRACT
Current state of the knowledge on Cryptosporidium and Giardia

The intestinal protozoan parasites Cryptosporidium and Giardia have deserved
much attention by the researchers, due to its association with acute and chronic
diarrheic diseases, both in immunocompromised and immunocompetent
individuals. The occurrence of waterborne and foodborne outbreaks enhance
their importance to Public Health. In May 2007, the II International Giardia and
Cryptosporidium Conference was held to discuss the current state of knowledge and
to identify effective control strategies, to discuss and transmit pertinent information
and technologies, and to encourage young scientists. The purpose of this paper
is to spread this information among the Brazilian scientific community. During
the event, numerous aspects of the biology of these parasites were discussed, as
well as advances in new detection and molecular characterization methodologies,
fundamental to the knowledge of the epidemiology of each species, and proteomics
studies that could point out new methods to control Giardia and Cryptosporidium.

KEY WORDS: Giardia. Cryptosporidium. Molecular Epidemiology. Diarrheic
Diseases.
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