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RESUMO

O objetivo deste estudo foi relatar aocorrénciade um surto de diarréa, causado por Cyclospora cayetanensis
no municipio de Genera Salgado- SPeo papel do L aboratdrio de Salide Piblicanasuael ucidagdo e no posterior
monitoramento dos casos de diarréia. No periodo de agosto de 1999 a dezembro de 2002 foram redlizadas no
Ingtituto Adolfo Lutz - Laboratdrio | de S8o José do Rio Preto, exames de amostras oriundas do municipio de
Generd Salgado (SP), como descritosaseguir: 103 andlises de potabilidade daégua, segundo arecomendagéo
deAmerican Public Health Association; 130 coproculturas, incluindo nove pesquisas de célera, de acordo com
Pessoa et al, 1983 e Manual da Comissdo Naciona de Cdlera, 1991; 132 exames parasitol dgicos de fezes,
incluindo parasitas oportunistas (método de sedimentacao espontanea, técnicade centrifugacéo - sedimentagéo
pelaformalina- éter, coloragao d cool - &cido resistente de Kinyoun modificada, autofl uorescénciae esporulagéo
pelo dicromato de potéassio a2-2,5%) e85 pesquisasdevirus[EIARA (m) - BioManguinhos/ FIOCRUZ, Riode
Janeiro-RJ]. Das coproculturas realizadas, nove (6,9%) apresentaram-se positivas tendo sido identificadas as
seguintes espécies bacterianas: Shigella boydii, Shigella sonnei, Escherichia coli O111 e 0128, Salmonella
Typhimurium, Salmonella Saintpaul, Salmonella Enteritidis, Salmonella Oranienburg e Salmonella spp. (ndo
sorotipada). Presencade antigeno de rotavirusfoi detectadaem duas (2,4%) das amostras de fezes andisadas.
A deteccdo de Cyclospora cayetanensis ocorreu em 16 (12,1%) delas. Quanto aandise de &gua, 23 (22,3%)
amostras apresentaram bactérias do grupo coliforme, sendo quatro (17,4%) positivastambém paracoliformes
fecais. A busca de solugBes ao agravo que comprometeu a salide coletiva do referido municipio resultou na
elucidacdo do primeiro surto de Cyclospora cayetanensis no Brasil.

Palavras-Chave. Cyclospora cayetanensis, surto dediarréia, parasita.

ABSTRACT

The aim of this study was to report the occurrence of diarrhea outbreak by Cyclospora cayetanensis in
General Salgado Municipality, SP, and the role of the Public Health Laboratory for its elucidation, and
posterior monitoring of patientswith diarrhea. At Regional Laboratory of Adolfo Lutz Institutein S&o José
do Rio Preto - SP, during the period from August 1999 to December 2002, analyses of samplesthat came
from General Salgado Municipality, SPwere carried out. Thefollowing assayswere performed: 103 water
potability analyses, according to American Public Health Association guidelines; 130 coprocultures,
including nine examinations for cholera, according to the technique described by Pessoa et al, 1983 and
Cholera’'s National Commission Manual, 1992; 132 faeces parasitological examinations, including
opportunistic agents (by means of autofluorescence assay, alcohol - acid resistant staining by modified
Kinyoun technique, formol - ether sedimentation, sporulation by 2.5% potassium dichromate, and Hoffman
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technique), and 85 virus detection by means of EIARA (m) - Bio Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de Janeiro -
RJ. Of coproculture-examinations, nine (6.9%) were positive for: Shigella boydii, Shigella sonnei,
Escherichia coli, O11 and 0128, Salmonella Typhimurium, Salmonella Saintpaul, Salmonella Enteritidis,
Salmonella Oranienburg, and Salmonella spp (non serotyped). From water samples analyses, 23 (22.3%)
were positive for bacterias from coliform group, and 4 four samples (17.4%) were & so positive for fecal
coliforms. Rotavirus antigen was detected in two (2.4%) fecal samples; and the occurrence of Cyclospora
cayetanensis was observed in 16 (12.1%) samples. Owing to the investigation delineated for solving the
injury threatening the health of population from General Salgado Municipality, the first outbreak of
Cyclospora cayetanensis in Brazil could be described.

Key Words. Cyclospora cayetanensis, diarrhea outbreak, parasite

INTRODUCAO

A caracteristica fundamental das atividades do
Laboratério de Salde Publica € contribuir para o estudo das
solugdes pertinentes aos principai s agravos que comprometem
amanutencao dasalde do cidad&o. Paratanto, deve alimentar o
sistema de salde com as informacgdes necessarias para a
adequada tomada de deci sbes quanto as medidas de controle a
serem adotadas pel a sociedade e seus 6rgaos envolvidos com a
preservagdo das condig¢Bes globais do bem-estar da
coletividade'®.

O Instituto Adolfo Lutz como laboratério de salde
publica tem sido conduzido de maneira a procurar maior
participagdo nas questdes relativas a contaminagdo do meio
ambiente, quando envolve risco de comprometimento a salide
humana, sgjaem nivel do setor produtivo, sejano contexto geral
davidacomunitéria. O trabal ho no desenvolvimento de estudos
populacionais, sob a 6tica laboratorial, integra equipes de
Vigilancia Sanitériae Epidemiol égica, procurando objetividade
nas agdes que competem a estas ingtituigdes no controle de
agravos de sallde publicat®.

O desafio da Instituicdo consiste na conciliagdo das
atividades de rotina e as de pesquisa basica e aplicada. A
pesquisa obedece aos propositos fundamentais de saldde
publica participando no planejamento, na elaboracdo e na
avaliagdo das agdes de vigilancia sanitaria e epidemiol ogica.

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma
importante causa no quadro de morbi-mortalidade em &mbito
mundial, aindaconsi deradas como de ocorréncianormal, apesar
do acometimento de grande niumero de pessoas e das
importantes perdas econdmicas. A epidemiologiadas DTA vem
sofrendo rapida alteracéo nos Ultimos anos com o surgimento
de patégenos emergentes, aumento da frequéncia dos ja
existentes ou rel acionados a novos veicul os, causas que devem
ser investigadas como de interesse em salide coletiva?.

Cyclospora spp., um protozoario coccideo unicelular, é
um importante patdgeno reconhecido como responsavel por
doencadiarréica. Foi observada pelaprimeiravez em amostras
fecais humanas em Papua Nova Guine em 1979°. Desde entéo,
casos de infeccdo por este parasita tem sido relatados em
diferentes areas geograficas do mundo, podendo infectar
individuos imunocomprometidos e imunocompetentes®.

De acordo com estudos epidemiol dgicos, Cyclospora
cayetanensis tem sido observada na Africa, Américado Norte,
Sul e Central, Bangladesh, sudeste daAsia, Austrédlia, Inglaterra
eoestedaEuropa, cujaocorrénciatem sido relatadacom marcada
sazonalidade*?224,

Em paises desenvolvidos, surtos de Cyclospora tem
atraido grande atencdo, recentemente. Durante 1996 e 1997,
ocorreram muitos surtos nos Estados Unidos acometendo mais
de 850 individuos nos estados |este das M ontanhas Rochosas,
sendo epidemiol ogicamente relacionados ao consumo de
framboesas’.

No ano de 1999, natentativa de esclarecimento de surto
dediarréiano municipio de General Salgado - SP, foram enviadas
a0 Instituto Adolfo Lutz - Laboratorio | de Sao José do Rio Preto
amostras defezes paracoproculturae pesquisadevirus (realizada
no IAL Central), e de &guade abastecimento publico paraexame
bacteriol 6gico. No ano seguinte repetiu-se 0 mesmo episodio e
as pesquisas foram entdo direcionadas para parasitas
oportunistas, considerando o aspecto ciclico e a sazonalidade
da ocorréncia, caracteristicas de alguns parasitas.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi relatar a ocorréncia de um
surto dediarréia, por Cyclospora cayetanensis no municipio de
General Salgado - SPeo papel do Laboratdrio de Salide Piblica
na sua elucidacdo e no posterior monitoramento dos casos de
diarréia.

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 1999 adezembro de 2002 foram
realizadas no Instituto Adolfo Lutz - Laboratério | de S&o José
do Rio Preto, exames de amostras oriundas do municipio de
Genera Salgado (SP), como descritos aseguir: 103 andlisesde
potabilidade da agua, segundo a American Public Health
Association?, a partir de agosto de 1999; 130 coproculturas,
incluindo nove pesquisas de colera, de acordo com Pessoa et
al.?® e Manual da Comissdo Nacional de Colera®, a partir de
outubro de 1999; 85 pesquisas de Adenovirus e Rotavirus
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(EIARA (m) Bio Manguinhos), apartir dejaneiro de2001 e 132
exames parasitol 6gicos defezes, incluindo pesquisade parasitas
oportunistas (Método de sedimentacdo espontanea, técnica
centrifugo - sedimentacdo pelaformalina- éter, coloragéo acool
&cido resistente de Kinyoun modificada, autofluorescéncia e
esporulacdo pelo dicromato de potéssio a 2-2,5%)%1017182126 g
partir demaio de 2000.

Descricdo das técnicas para deteccdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp. e Cyclospora cayetanensis em material
fecal.

Técnica Centrifugo - Sedimentacio Pela Formalina - Eter

Diluicdo daamostrafecal:

- aproximadamente4 g defezesdiluidasem 10 mL deformalina
- éter tamponada

Filtrac&o:
- filtrar em gaze dupla, transferir para um tubo de ensaio e
manter em geladeira até o prosseguimento

Extracdo delipidios:

- adicionar éter etilico

- agitar e centrifugar por 8 minutos
- desprezar 0 sobrenadante

- ressuspender o sedimento

Preparacéo dalamina:

- dispor sobre uma I&mina de vidro pré-lavada cerca de 10
microlitros do sedimento

- secar atemperaturaambiente

- fixar commetanol

Coloragéo acool acido resistente de Kinyoun modificada:

- cobrir alaminajafixadacom fuccinacarbdlica

- corar em temperaturaambiente por 20minutos

- lavar com éguadestiladaparaaretiradado excesso do corante

- lavar aléminacom solucgo alcool-acido por 2 minutoseem
seguida com &gua destilada

- cobrir aldminacom solucdo de azul de metileno

- secar em temperaturaambiente por trés minutos

- lavar novamente com &gua destilada

- secar emtemperaturaambiente

Leitura
- prosseguir aleituramicroscopicacom objetivadeimersio (x100)

Microscopia Direta De Autofluorescéncia Para Detecg¢do Dos

Oaocistos De Cyclospora Cayetanensis Em Material Fecal

Preparacéo dalamina:

- dispor sobre a lamina uma aliquota do sedimento descrito
anteriormente

L eituramicroscopica:
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- proceder a leitura num microscépio de epifluorescéncia,
utilizando filtrosUV nafaixade 330-365 nm
- observar a presenca de esferas azuis autofluorescentes

Esporulacdo

Preparo daamostrae leituramicroscopica:

- diluirumaaliquotadefezesfrescascom 3 mL dedicromato de
potassio a2,0 a2,5% e manter atemperaturade 25° C

- proceder aleituramicroscopicadiariaparaavisuaizagao da
esporulacdo até 0 12° dia

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando que a imensa maioria das enfermidades
gue prevalecia e/ou prevalece em nosso meio tem etiologia de
caréter transmissivel, as estruturas dos laboratorios de salide
publicaforam organizadas paraenfrenté-las, havendo, portanto,
grande incremento nessa area de atividade's.

E necessério que os procedimentos diagnosticos sejam
colocados aservigo dasalde publica, tanto em regimederotina
diagndstica, como de forma episadica, segundo imposto pelas
ocorréncias que se sucedem, ou seja, os surtos de doencgas
endémicas e epidémicas?.

Do total de coproculturas realizadas, nove (6,9%)
apresentaram-se positivas para diferentes agentes bacterianos
tais como: Shigella boydii, isolada no ano de 2000; Shigella
sonnei, Escherichia coli O111 e 0128, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Saintpaul e Salmonella spp. (ndo sorotipada) em
2001 e Salmonella Enteritidise Salmonella Oranienburg, em 2002.

Quanto a andlise de agua, 23 (22,3%) amostras
apresentaram bactériasdo grupo coliformeem 100mL, onde quatro
(17,4%) foram positivas, também, paracoliformesfecais. Quanto
as amostras de fezes analisadas, constatou-se presenca de
antigeno de Rotavirusem duas (2,4%). A deteccéo de Cyclospora
cayetanensis ocorreu em 16 (12,1%) delas (Figura 1).

As caracteristicas da Cyclospora cayetanensis
apresentadas por meio das técnicas empregadas e a

ON° total de amostras
analisadas

B N° de amostras

positivas

NUmero de amostras

2000 2001 2002

Figura 1. Distribui¢go anual de positividade de Cyclospora cayetanensis
em amostras de fezes no periodo de 2000 a 2002.
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Quadro

TECNICA

Cyclospora

Cryptosporidium

Tamanho: 8-10 im

Coloragao acido resistente
de Kinyoun modificada

incolores)

aparéncia enrugada

Coloragao variavel derosaclaraaparpura
intensa (algumas formas apresentam-se

e Oocistos em forma arredondada, podendo
apresentar distor¢des e granulos .

e Parede de oocistos podendo apresentar

e Esporozoitas ndo visiveis no interior dos oocistos

e Tamanho: 4-61m

Colorag&o uniforme variando
de rosa a plrpura

e QOocistos apresentam-se como
estruturas ovoides ou esféricas
Esporozoitas discerniveis no
interior dos oocistos

Autofluorescéncia e Presente (a parede do oocisto adquire e Ausente
fluorescéncia intensa)
Esporulacéo e Ocorre em solugdo de dicromato de potassioa e N&o usual

2,0-25%ematé12dias

diferenciacéo em relag8o a outros parasitas oportunistas como
o Cryptosporidium encontram-se no quadro abaixo.

Neste estudo foi realizada a técnica de esporulacéo em
duas das 16 amostras de fezes positivas para este agente, sendo
qgue em uma delas foi possivel a observacdo da presenca de
esporozoitas com 0s esporocistos, a partir do 5° dia.

O isolamento de bactérias patogénicas e a detecgéo de
Rotavirus nas amostras fecais, durante ainvestigacdo do surto
e 0 monitoramento das diarréas, podem ser considerados uma
ocorrénciaesperada, tendo em vistaa estimativada Organizacdo
Mundial de Salde - OMS de que, anualmente, nos paises em
desenvolvimento, ocorrem maisde 1 bilh&o de casosdediarréia
aguda em criangas menores de 5 anos, das quais 5 milhdes
chegam a 6bito. Existem célculos de que até 100 milhdes de
individuos em todos os paises civilizados contraem doengas
decorrentes de alimentos®.

Em relacdo aandlise bacteriol 6gica de &gua, a deteccdo
de coliformes totais ocorreu nos meses de marco e outubro de
2000; em abril, maio e novembro de 2001 e no periodo de marco
ajunho de 2002. A pesquisa para coliformesfecaisfoi positiva
apenas no ano de 2002, nos meses de marco, abril e junho. A
auséncia de coliformes fecais, durante os periodos de vigéncia
do surto, ndo descartou a possibilidade da agua como veiculo
de transmissdo do parasita, visto sua resisténcia a cloragao.
Varios surtos de Cyclospora no mundo foram associados a
agua, onde em muitos deles apresentava-se devidamente
cloradef. Segundo Boletim Informativo do Centro de Vigilancia
Epidemioldgica’, apresenca de Cyclospora foi confirmadaem
amostras de agua de abastecimento publico do municipio de
General Salgado, cuja andlise foi realizada pelo Centers of
Disease Control and Prevention - CDC deAtlante’.

O primeiro exame positivo para Cyclospora ocorreu em
setembro de 2000 com picos de deteccéo no trimestre
correspondente aos meses de outubro, novembro e dezembro
de 2000 ede 2001 (Figura2). Esse periodo corresponde, naregi&o,
aoinicio do periodo de chuvas, que precede os meses de verao.

Embora no ano de 1999 n&o tenha sido realizado diagnostico
laboratorial paraesteparasita, houveregistro de elevado niimero
de casos de diarréia, neste mesmo periodo. Estes dados foram
fornecidos pelo Grupo Técnico de Vigilancia Epidemiol dgicada
Direcéo Regional de Salide- DIR X XII, quando darequisi¢io de
exames de coproculturae pesquisade virus ao Instituto Adolfo
Lutz - Laboratério | de S&o José do Rio Preto, os quais foram
negativos, ndo elucidando, naquele ano, a etiologia do surto.
Esta sazonalidade marcada é similar & observada na cidade de
Guatemala e Kathmandu, cidades de clima subtropical, cujos
casos de Cyclospora foram encontrados proximos ao periodo
de chuvas™®.

Lima, no Peru, tem um padréo semelhante de deteccéo
do parasita, porém, em periodos de auséncia de chuvas, o que
sugere que a sazonalidade ndo pode ser definida s6 em relagéo
aestacaracteristica. Bern et a.5rel ataram que seriam necessarios
vérios anos de vigilancia em lugares com variacoes climaticas
distintas, assim como conhecer melhor abiologiado parasitano
meio ambiente paraexplicar porque asinfecgdes por Cyclospora
s8o flutuantes com as estagoes.
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Figura 2. Distribui¢do trimestral do nimero de amostras fecais positivas
para Cyclospora cayetanensis diagnosticadas no Laboratério | de Sdo José
do Rio Preto - SP.
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Figura 3. Distribuico trimestral das amostras fecais analisadas referen-
tes ao surto de diarréia de General Salgado - SP.

Nesse estudo, considerando o ano de 1999, quando
houve somente o registro de diarréia, foram quatro anos de
observacdo da periodicidade de casos positivos para
Cyclospora, onde ostrésprimeirosforam coincidenteseo Ultimo,
ano de 2002, ndo houve registro de casos (Figura 2).

Ressaltamos ainda, que no periodo estudado, ndo houve
deteccé@o de Cyclospora nos primeiros seis meses de 2000 e
entre os meses de marco e setembro de 2001. No periodo de
janeiro amarco de 2001, apesar dagrande demandade amostras
fecals para exame laboratorial (parasitol gico, coprocultura e
pesquisadevirus) (Figura3), indicando apermanénciado quadro
diarréico no municipio, a positividade para Cyclospora foi em
apenas duas (12,5%) amostras, em relagdo ao total de deteccao.
Tal fato pode ser devido a uma caracteristica propriado agente
gue consiste na eliminacdo intermitente dos oocistos nas fezes,
ou ainda, ao tratamento precoce com trimetropim e
sulfametoxazol mediante os primeiros sinaisdadoenca, aumento
da busca ativa ou a presenca de outro agente etioldgico
associado.

Quanto aidade, a maior frequiéncia de Cyclospora em
General Salgadofoi entre adultosde 21 a 35 anose 36 a50 anos
(Figura4), correspondendo aproximadamente, ao triplo de casos
ocorridos neste municipio, em relacdo as criancas, jovens e
idosos.

Nos paises em desenvolvimento, especialmente em
populacBes onde as condicles de salide sdo precarias, este
protozoario esta associado com diarréiaem criancas (Ortega et
al.?). Em populacdes periurbanas, infeccdes e diarréias devido
a Cyclospora séo raras em adultos, exceto para aqueles que
apresentam imunossupressan®.

Resultados diferentes ao do presente estudo, em relacéo
a faixa etéria, também foram observados em outros relatos.
Eberhard et al .1, em estudo de coorte em popul acéo da pequena
comunidade de Leogane - Haiti verificaram que ainfeccéo por
Cyclospora foi mais comum em criangas do que em adultos,
fato coincidente com as ocorréncias na Guatemal a, Peru, Nepal
etambém em paises desenvolvidos, cujo parasitaécomumente
associado a gastroenterites pediatricas®14192328,
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Figura 4. Distribuicdo, por faixa etaria, de casos positivos para Cyclospora
cayetanensis diagnosticados no IAL - Laboratério | de S&o José do Rio
Preto - SP.

Os dados gerados neste estudo permitiram concluir a
importanciadasinimeras e complexas atividadesdo L aboratério
de Salde Publica, na producéo de conhecimentos necessarios
a0 bom desempenho e otimizagdo das acBes de prevencéo e
controle. A busca de solugdes ao agravo que comprometeu a
salide coletiva do municipio de General Salgado resultou na
elucidagdo do primeiro surto de Cyclospora cayetanensis no
Brasl.
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