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RESUMO

A criptosporidiose é causada por protozoarios do género Cryptosporidium. A doenca se caracteriza por
diarréiaagudano homem e em outrosanimais. O diagndstico laboratorial éfeito peladeteccdo do parasito
por métodos parasitol égicos, imunol dgicos ou moleculares. Amostras fecais de 29 pacientes portadores
deHIV ecomAlDSandisadas pel osmétodos parasitol 6gico (Kinyoun) eimunol 6gico (EL1SA) foram submetidas
a0 método molecular (Nested-PCR). Destas, 15 amostras foram positivas para Cryptosporidium sp no exame
parasitol6gico e 14 negativos para Cryptosporidium, mas positivos para outras espécies parasitarias ou
bacilos d cool -acido-resi stentes. Pela Nested-PCR foram encontradas 16 amostras positivas, e destas, 11
apresentaram resultados concordantes com o exame parasitol6gico e cinco ndo. Essas cinco amostras
discordantes foram também negativas pelo ELI SA. Das 15 amostras positivas pel o exame parasitol 6gico,
duas foram negativas pelo Nested-PCR e por ELISA. Os métodos moleculares podem-se constituir em
importante ferramenta diagndstica nos casos com suspeita clinica de criptosporidiose nos estudos
epidemioldgicos, permitindo a caracterizacdo genotipica do parasito e auxiliando na investigacdo das
rotas de transmissao. As discordancias observadas entre os diferentes métodos precisam ser mais bem
investigadas.

Palavras-Chave. Cryptosporidium, diagnéstico por métodos molecular, imunol gico, parasitol 6gico

ABSTRACT

Cryptosporidium is a coccidian protozoan that causes diarrhea in human beings, domestic animals, and
other vertebrates. Although cryptosporidiosisis self-limited disease in healthy individuals, patients with
AIDS usually go through a prolonged life-threatening diarrhea. Cryptosporidiosis laboratory diagnosis
has been performed by means of parasite detection using parasitological, imunological, or molecular
methods. In the present study 29 samples were selected, being 15 positive and 14 negative for
Cryptosporidium on Kinyoun staining. All of 29 fecal samplesweretested on Nested PCR (N-PCR), and 16
out 29 sampleswere N-PCR positive. Among these 16 N-PCR positive samples, 11 werepositiveon EIA
and Kinyoun staining, and five were negative on both techniques. Kinyoun staining detected four
positive samplesthough two of them were negative on N-PCR and EIA. The use of molecular method may
improve thediagnosisas thereported sensitivity and specificity rates have been higher the conventional
techniques as morphol ogy-based methods. Besides, molecular methodshavelately been used to characterize
the different genotype of C. parvum. Based on the data observed in the present study concerning the
considerable discrepancies of results among three laboratory techniques ,-further investigations have to
be performed.
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INTRODUCAO

Cryptosporidium sp, protozodrio da sub classe
Coccidia, é agente causador de diarréia aguda no homem e
outros animais. A gravidade da criptosporidiose estaligada as
condi¢des imunol égicas do hospedeiro, podendo-se apresentar
de forma branda e autolimitada®® ou como doenca grave e
crénica, como ocorre nos pacientes imuno-comprometidos,
principalmentecomAIDS".

A criptosporidiose humana pode ser causada por
diferentes espécies de Cryptosporidium, sendo reconhecidos
dois ciclos de transmissd0: 0 antropondtico, no qual o agente
envolvido seria Cryptosporidium hominis (anteriormente
denominado Cryptosporidium parvum genétipo |), e zoonético,
no qual estariam envolvidas diferentes espécies, principalmente
Cryptosporidium parvum®%, A transmissao do parasito ocorre
principal mente por viafecal-oral, com aingest&o deaimentose
agua contaminados com fezes de humanos ou animais
infectados®*2,

O diagndstico laboratorial normalmente é feito pela
demonstrac@o de oocistos de Cryptosporidium sp nas fezes,
utilizando-se para concentrag&o, mais comumente, 0 método
de sedimentagdo em formalina-acetato de etila® e para
visualizagdo dos oocistos, diferentes técnicas de coloragao,
como Ziehl-Neel sen modificado, Kinyoun, Safranina, Auramina
e outras®®. Este método parasitolégico apresenta relativa
facilidade no preparo dos corantes e reagentes, exige
equipamentos ja existentes na maioria dos laboratérios que
realizam o diagnostico de doencgas infecciosas e parasitérias.
Entretanto, o preparo do esfregaco e a coloracéo requerem
muitas etapas, a microscopia exige a observacdo em todos 0s
campos, acarretando demora, dificultando assim suautilizagdo
em largaescala*?’.

Novos testes, baseados em principios imunol 6gicos
foram desenvolvidos para analise em amostras fecais. O teste
imunoenzimatico (EL1SA) paradeteccéo de coproantigenosnas
fezes e a reacéo de imunofluorescéncia direta (IFD),
empregando-se anti corpos monoclonais anti-Cryptosporidium
marcados com isotiocianato de fluoresceina. Estes testes
guando avaliados demonstraram alta sensibilidade e passivel
de uso para processamento em grande quantidade de amostras.
Embora alguns autores revelassem que os custos do Kit de
ELISA se apresentaram mais baratos que o de
imunofluorescéncia ou mesmo o exame parasitoldgico, é
necessario 0 emprego de alguns equipamentos como leitor de
ELISA emicroscopio paraimunofluorescéncia®*”. No Brasil
estes Kits ndo est&o disponiveis no mercado e ndo setem relato
de experiéncias ou uso dos mesmos narotinalaboratorial para
deteccdo de oocistos de Cryptosporidium em amostras fecais.

Diferentes técnicas da biol ogiamolecular para detectar
Cryptosporidium em amostras ambientaisefecais, como aPCR
(Reag8o da Polimerase em Cadeia), foram desenvolvidas ndo
s6 com o objetivo de detectar oocistos, como também para
estudos epidemiolégicos. Estas técnicas tém a vantagem de
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permitir a caracterizacdo genotipica das espécies de
Cryptosporidium responsaveis por surtos e agravos,
fornecendo subsidios para investigacéo de provaveis fontes e
vias de transmissdo, por outro lado o custo é elevado®1011:1622,

No Estado de S&o Paulo, nem todos os laboratorios
clinicos realizam exames parasitoldgico para pesquisa de
parasitos oportunistas, no caso especifico para
criptosporidiose®® demonstrando a ndo inclusdo de métodos
especificos na rotina de exame parasitolégico de fezes. Este
fato contribui para o ndo conhecimento da prevalénciareal da
criptosporidiose em nosso meio.

O objetivo do presente estudo foi comparar e avaliar os
resultados obtidos pelo método molecular (Nested-PCR), com
aqueles obtidos pelos métodos parasitoldgico (Kinyoun) e
imunolégico (ELISA) nadeteccdo de Crypstosporidium sp em
amostras fecais.

MATERIAL E METODOS

Amostras fecais

Foram utilizadas 29 amostras fecais, provenientes de
pacientes portadores de HIV e com AIDS, atendidos no
ambulatorio e clinicado Conjunto Hospitalar de Sorocaba-SP.
Estasforam divididasem 3 partes: aprimeirapartefoi utilizada
para realizar os métodos parasitol gicos, a segunda parte
congel ada para posterior realizagdo do método imunolégicoea
terceira parte paraanalise do método molecular.

Meétodo parasitologico

Todas as amostras ja haviam sido processadas
anteriomente pel os métodos parasi tol 6gicos como: Hoffmann,
Kato-Katz, Rugai e pelo método de concentragdo utilizando
formol-éter. Apés o método de concentragdo onde foram
retiradasimpurezas e gorduras o sedimento obtido foi utilizado
parapreparar esfregacosfecaisde cadaamostra, osquaisforam
corados por duas diferentes técnicas: primeiro por auramina,
utilizada como triagem; sendo os esfregacos examinados em
microscopio de fluorescéncia com objetiva de 40X e, em
segundo, utilizando-se a mesma l&mina de cada amostra, pela
coloragd@o de Kinyoun®, sendo as |aminas examinadas ao
microscopio comum em objetiva de imersdo (100X), onde os
oocistos antes fluorescentes pela auramina, passaram a
apresentar cor vermel ho brilhante apés a col oragéo de Kinyoun.

Método imunolégico

As amostras fecais foram descongel adas e submetidas
ao teste imunoenzimatico de ELISA para pesquisa de
coproantigenos. Utilizou-se o kit comercial, ProSpecT Ensaio
I munoenzimético - Cryptosporidium em microplaca(Alexoninc.
Biobras Diagnosticos). As amostras fecais foram diluidas em
tamp&o para diluicéo de amostra (TDA) conforme instrugdes
do fabricante e colocadas nos orificios da placa sensibilizada
com o anticorpo anti-CSA (Cryptosporidium soluble antigen).
Apbs incubacdo e lavagem com solugédo salina tamponada
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contendo timerosal a0,1%, foi adicionado o segundo anticorpo,
constituido por gamaglobulina total de coelho anti-CSA
marcado com a enzima peroxidase. Apds nova incubagdo e
lavagem, foi acrescentada a mistura cromdégena
tetrametilbenzidina, H,O,(TMB). A placafoi cobertae mantida
a temperatura ambiente (28°C) durante 10 minutos. A reacdo
enziméticafoi interrompida, adicionando-se solugéo de &cido
sulfarico (2%). Utilizaram-se controles positivo e negativo
fornecidos no Kit. Ostestesforam lidos visuamente eem leitor
de ELISA (Labsystems), em comprimento de ondade 450 nm. A
auséncia de cor indicou resultado negativo, ou seja, ndo
ocorrénciade complexo anti corpo-antigeno-anticorpo.

Método molecular

Paraarealizac8o daNested-PCR foi efetuadaaextracéo
de DNA das amostras fecais conforme protocolo modificado
descrito por Da Silva’, utilizando-se o sistema comercial Fast
DNAkit (BIO 101, Inc., Vista, CA). Umaaliquotade 400 uL de
cadaamostrafecal foi lavadapor duasvezes, por 5 minutos, em
PBS-EDTA (tampé&o fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,2, contendo
0,01 M de EDTA) por centrifugagéo a 14000 rpm a 4°C. Em
seguida, em um tubo com capacidade para2 mL, contendo matriz
delise(Multi Mix 2 Matrix, Cat #6560-215), foram adicionados
300 uL decadaamostralavada, 400 uL de solucdo delisecelular
(Cdll Lysis’'DNA Solubilizing Solution for Vegetation - CLS-VF-
Cat. #6540-402), 200 uL de solugdo de preci pitacdo de proteinas
(Protein Precipitation Solution - PPS, Cat. #6540-403) e 100 uL
polivinil pirrolidona (PVP, Cat #85645-2, Aldrich Chemical
Company, Inc., Milwaukee, WWI). AssolugdesCLS-VF e PVP
foram usadas para maximizar a remocéo de carboidratos e
compostos fendlicos das fezes. Na sequiéncia, a mistura foi
homogeneizadaem agitador de tubo (Vortex) napoténciamaxima
durante 1 minuto, para promover o rompimento dos 0ocistos
presentes nas amostras e posteriormente centrifugadaa 14000
rpm por 5 minutos. O sobrenadante, que continha o DNA, foi
transferido paraum outro tubo e misturado a600 puL de matriz
de captura (Binding Matrix, Cat. #6540-408). O material foi
homogeneizado manual mente por inverséo do tubo e deixado
por 5 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente,
centrifugado a 14000 rpm durante 1 minuto. O sobrenadantefoi
desprezado e 0 sedimento ressuspenso em 500 pL de solugéo
de cloreto de sadio diluido em etanol (SEWS-M, Cat.#6540-
405) eamatriz de capturafoi ressuspensapor meio de cuidadosas
e sucessivas micropipetagens. A suspensdo foi centrifugada a
14000 rpm por 1 minuto, sendo o sobrenadante novamente
descartado. Uma segunda centrifugacdo a 14000 rpm por 10
segundosfoi realizada paraaremocdo total dasolugdo SEWS-
M. O sedimento foi ressuspenso em 100uL de solucéo deeluicdo
deDNA (DES, Cat. #6540-406), incubado durante 3 minutosa
temperatura ambiente e centrifugado por 2 minutos a 14000
rpm. O sobrenadante contendo DNA foi transferido para um
tubo limpo.

ApOs o processo de extracdo, o DNA eluido foi
submetido aprocesso de purificagéo, utilizando-se 0 QIAquick

PCR purification kit (Qiagen Inc., Santa Clarita, CA), com a
finalidade de seremover completamente osinibidoresde PCR®.
Assim, 80 uL do DNA extraido foram misturadoscom 400 uL do
tampdo de adsor¢do (PB), aplicados na coluna QIAquick e
centrifugados a 13000 rpm por 1 minuto. Em seguida, foram
adicionados 750 puL detampdo delavagem (PE) easoluco foi
centrifugada duas vezes a 13000 rpm por 1 minuto, para que
todo o tampé&o fosse removido. Nestas trés etapas as soluctes
filtradas através da colunaforam retidas em seu tubo de suporte,
eforam descartadas. Finalmente, a colunafoi transferida para
um tubo limpo, com capacidade de 1,5 mL e, no centro dacoluna,
foram adicionados 30 uL de tamp&o de elui¢éo (EB: 10 mM
TRIS-HCI, pH 8,5) para eluir o DNA da coluna de silicagel.
Apbsrepouso por 1 minuto, o conjunto foi centrifugado a 13000
rpm por 1 minuto e o DNA recuperado no filtrado final. Todas
as solucgdes tampdo mencionadas estavam contidas no kit de
purificaggo. O DNA foi armazenado sob congelamento a—20°C.

A amplificag@o do DNA foi realizada por Nested-PCR,
empregando-se naprimeirareacdo de amplificagdo o protocolo
descrito por Pedrazza-Diaset al 2. Dessaforma, naREACAO 1,
um segmento de 769pb do gene COWP foi amplificado com os
“primers’ BCOWPF (5'-ACC GCT TCT CAA CAACAATCT
TGTTCCTC-3)eBCOWPR(5-CGCACCTGTTCCCACTCA
ATGTAAACC CC-3') e, em seguida, baseando-se em Spano®
, 0 produto obtido foi submetido aREACAO 2 com os* primers’
CRY9(5 GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG3)eCRY 15
(5 GTA GAT AAT GGA AGA GAT TGT G3'), cujos produtos
esperados sdo de 553 pb.

As reactes de amplificacdo foram preparadas para um
volumefina de25ulL com2,5uL do DNA extraido; empregando
tamp@o enzima (20 mM detrissHCL pH 8,4; 50mM deKCL); 1,5
mM deMgCL ,; 0,25 mM de cadadesoxinucleotideo (dNTP); 10
pmol decada“primer”e1,5U deTag DNA polimerase(Invitrogen
Life Technologies, Cat. # 18038-42).

As condic¢bes de amplificacdo em termociclador
(Mastercycle Gradient-Epperdorf) foram programadas segundo
cada produto desejado como se segue:

REACAO 1: Desnaturac4o inicial —incubag&o a94°C
por 5 minutos, Amplificacéo (30 ciclos) — hibridizagdo a65°C
por 60 segundos, polimerizagéo a 72°C por 60 segundos e
desnaturacdo a 94°C por 60 segundos; Extensdo final a 72°C
por 10 minutos eresfriamento a4°C e REACAO 2: semehantea
REACAOQ 1, exceto pdaAmplificagdo (30 ciclos) - hibridizacdo
a55°C por 30 segundos, polimerizacao a72°C por 50 segundos
e desnaturacéo a 94°C por 50 segundos.

Os produtos das reacdes foram detectados por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etideo, visualizados em transiluminador ultravioleta e, em
seguida, digitalizados (Kodak Digital Science 1D™).

Anélise estatistica

Oscalculosrelativos ao coeficiente Kappaparaaanalise
de concordéncia entre os resultados obtidos nos diferentes
métodos diagndsticosforam realizados pel o programa Epi-Info?.
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Parainterpretac8o dosval ores do coeficiente Kappautilizaram-
se 0s critérios apresentados por Fleis (1985)".

RESULTADOS

A Tabela 1 mostra que as quinze amostras fecais
apresentaram resultado positivo para Cryptosporidium pelo
meétodo parasitol 6gico (KINY OUN), duas mostraram resultado
negativo pelo método de ELISA (amostras4 e 9) e quatro foram
negativas pelo método N-PCR (amostrasn® 4, 9, 12 e 15). As
amostras4, 9 e 15 foram avaliadas maisde umavez pel osmétodos
parasitolégico e ELISA.

Na andlise das 14 amostras fecais negativas para
Cryptosporidium pelo método parasitol6gico (KINY OUN) mas
positivas para outras parasitoses detectadas anteriormente
pel os métodos parasitol 6gicos (Direto, Hoffmann, Kato-Katz e
Rugai) ou com presenca de Bacilos Alcool Acido Resistente
(BAAR), pode-se observar que asamostrasn® 2, 3,9, 11 e 12
apresentaram resultados positivos para Cryptosporidium pelo
método molecular (N-PCR), mas foram todas negativas no
método imunologico (ELISA). Asamostras2, 3,9, 11e12foram
avaliadas mais de umavez pelo método EL I SA (Tabela2).

A analise comparativa dos resultados obtidos nos
métodos de deteccao de Cryptosporidium (ELISA e KINY OUN)
e(N-PCR eKINYOUN) podeser observadanaTabela3. Das29
amostrastestadas no método de KINY OUN, 15 foram positivas

e 14 foram negativas. No método ELISA, 13 foram positivase
16 foram negativas. No método N-PCR, 16 foram positivase 13
foram negativas. Os indices de concordancia e discordancia
para os métodos estudados apresentaram coeficiente Kappa =
0,862 paraosmétodos (ELISA eKINY OUN) e coeficiente Kappa
= 0,378 paraos métodos ( N-PCR e KINY OUN).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente trabalho a coloragdo de auramina como
método de triagem permitiu observar os oocistos de
Cryptosporidium fluorescentes, facilitando assim um
rastreamento répido na [&mina com a objetiva de 40X. Nas
I&minas com organismos fluorescentes, foi feitaaconfirmagéo
por meio da coloragéo de Kinyoun, identificando os oocistos
de Cryptosporidium pelas suas caracteristicas morfolégicas e
pela coloragdo rosaintenso ou vermelho brilhante.

A sensibilidade do método é diminuida em amostras
contaminadas com grande quantidade de leveduras ou baixa
concentragdo de oocistos nas fezes e a correta identificagéo
dos ooci stos ao microscopio requer um profissional experiente
e bem treinado. Estas observagdes ja foram anteriormente
apontadas por outros autores®417,

Em nosso estudo os resultados obtidos no método
ELISA apresentou indice Kappa de 0,862 em relacdo ao
método parasitoldgico (Tabela 3), nivel de concordancia

Tabela 1. Resultados obtidos em amostras fecais de pacientes portadores do virus HIV e com AIDS utilizando os métodos
imunolégico (ELISA) e molecular (N-PCR) para 15 amostras positivas para Cryptosporidium pelo método parasitol 6gico
(KINYOUN), sendo algumas associadas a outras parasitoses detectadas anteriormente pel os métodos parasitol 6gicos (Direto,

Hoffmann, Kato-Katz e Rugai).

AMOSTRA

OUTROSPARASITOSASSOCIADOS

<

KINYOUN

Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Entamoeba coli e Cryptosporidium

Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium
Cryptosporidium

hFRbRkEBowo~v~oorwNrR

Cryptosporidium

Ascaris lumbricoides e Cryptosporidium

Giardia duodenalis e Cryptosporidium

B o o B o B o B o A B o e B o B o i o B v
-Q'U'U'U'U'UZX.'U'U'U'UZ*'U'U'U@
Z'U'UZ'U'UZ'U'U'U'UZ'U'U'U§

P = Positivo; N = Negativo; *

= amostras avaliadas mais de umavez

ELISA = Ensaio imunoenzimético; N-PCR = “Nested” - Reacdo de Polimerase em Cadeia; KINY OUN = coloragéo paraanalise

parasitoldgica
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aceitavel entre os métodos’. Apenas duas amostras
apresentaram resultados discordantes entre as 29 amostras
testadas, foram positivas pel o método morfol dgico e negativas
pelo ELISA (Tabelas 1 e 2). A especificidade do ELISA foi
méxima (100%), quando testadas com 14 amostras negativas
para Cryptosporidium pelo método parasitolégico (Tabela
2). Os dois resultados negativos obtidos no teste ELISA,
podem ter ocorrido por fatores deinterferénciacomo presenca
de inibidores, baixa concentracdo de oocistos, variacéo
antigénica entre espécies e outros'.

Neste trabalho, o0 método de ELISA apresentou muita
facilidade no manuseio e foi de rapida execucéo, levando em

consideragdo o nimero de testes realizados. A leitura pode ser
feita visualmente ou em leitor de ELISA, ndo tendo sido
observados resultados inconclusivos. As instrucdes contidas
no kit comercial empregado ndo contemplam informagfes quanto
a espécie ou o gendtipo de Cryptosporidium utilizado para a
produc&o de anticorpo anti-CSA. A possibilidade de ocorréncia
em nosso meio de diferentes espécies de Cryptosporidium,
apresentando configuragdes antigénicas ndo reconhecidas pelo
anticorpo anti CSA do kit, poderiajustificar os dois resultados
negativos. Doing et a.® mencionam queasensibilidade do ELISA
€ superior ao método parasitol 6gico, mas citam problemas com
relagdo aespecificidade.

Tabela 2. Resultados obtidos em amostras fecais de pacientes portadores do virus HIV e com AIDS utilizando os métodos
imunoldgico (EL1SA) emolecular (N-PCR) para14 amostras negativas paraCryptosporidium no método parasitoldgico (KINY OUN),
mas positivas para outras parasitoses detectadas anteriormente pelos métodos parasitol égicos (Direto, Hoffmann, Kato-Katz e
Rugai) ou amostras com presencade Bacilo Alcool Acido Resistente (BAAR).

AMOSTRA AGENTESPARASITARIOS ELISA N-PCR
1 Giardia duodenalis N N
2 Giardia duodenalis N* P
3 Giardia duodenalis N* P
4 Isospora belli N N
5 Entamoeba.histolytica + Entamoeba coli N N
6 Strongyloides stercoralis N N
7 Strongyloides stercoralis + Ancilostomatidae N N
8 Strongyloides stercoralis + Ancilostomatidae N N
9 Ancilostomatidae N* P
10 Ancilostomatidae N N
n Trichuris trichiura N* P
12 Endolimax nana N* P
13 BAAR N N
14 BAAR N N

P = Positivo; N = Negativo; * = amostras analisadas mais de umavez
ELISA = Ensaio imunoenzimético; N-PCR = “Nested” - Reacdo de Polimerase em Cadeia; KINY OUN = coloragéo paraanalise

parasitol dgica

Tabela 3. Resultado comparativo entre os métodos imunol 6gico (ELISA), molecular (N-PCR) e parasitol 6gico (Kinyoun), para
deteccdo de Cryptosporidium em 29 amostras fecais de pacientes portadores do virus HIV e com AIDS.

ELISA () N-PCR(2) TOTALDE
P N P N AMOSTRAS
P 3 2 I ] 5
KINYOUN
N %] 14 5 9 14
TOTAL 3 6 6 3 9

indice Kappa(1) = 0,862; indice Kappa(2) = 0,378
P = Positivo; N = Negativo; & = Zero

ELISA = Ensaio imunoenzimético; N-PCR = “Nested” - Reacdo de Polimerase em Cadeia; KINY OUN = coloragéo paraanalise

parasitoldgica
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Diferentes protocolos foram propostos para detectar
infeccdo por Cryptosporidium a partir de amostras fecais, por
meio do método molecular 2192022,

Os estudos realizados por Balatbat et al.?; Pedraza-
Diaz et al.22demonstraram que algumas variacoes da técnica
de PCR, como Nested-PCR, podem apresentar sensibilidade
100 vezes maior em relagdo atécnicade imunofluorescéncia.
No presente trabalho utilizou-se a Nested PCR (N-PCR),
realizando uma primeiraamplificacé&o gerando um fragmento
de 769 pb, do gene COWP, com os “primers’ BCOWPF e
BCOWPR, e posteriormente uma segunda amplificag&o
gerando um fragmento de 553 pb, com os“primers’ CRY9 e
CRY15.

A técnica de N-PCR possibilitou o encontro de cinco
amostras positivas, que haviam sido negativas por Kinyoun e
ELISA (Tabela 2). Entretanto, quatro amostras positivas pelo
parasitol 6gico e ELISA apresentaram resultados negativos por
N-PCR (Tabela 1). Resultados negativos obtidos por método
molecular, em amostras positivas no método morfol 6gico, foram
também observados por vérios autores, que alegam diferentes
fatoresdeinterferéncia, como abaixaconcentracéo de oocistos,
condic¢des inadequadas de armazenagem e conservacéo das
amostras, existéncia de grande quantidade de substéncias
inibidoras de PCR em material fecal, falhas na extracéo e
OutrO ,3,11,19,20,21,22_

A coloracéo feita pelo Kinyoun pode ser ainda
considerada como uma boa estratégia diagnostica pra ser
utilizado narotinalaboratorial, pois apresentaboasensibilidade
e baixo custo, embora apresente limitagbes quanto a
subjetividade na microscopia e tempo para execugdo de todas
as etapas.

O teste ELISA, devido a possibilidade de automacéo,
constitui método de escolha para estudos epidemiol 6gicos e
investigagéo de surtos de diarréia, em situages onde ha
necessidade de processar grande niimero de amostras.

A introducdo de um método molecular (PCR e N-PCR)
aplicavel ao diagnostico dacriptosporidiosetem como limitagéo
0 desenvolvimento de umatécnicade extragio do DNA, defécil
execucao e baixo custo, apartir de matériafecal, umavez que é
comum apresengadeinibidores de PCR neste tipo de material .
O método molecular (N-PCR), necessitaaindade aprimoramentos
guanto a sua praticidade de execugdo, antes de ser introduzida
como método diagndstico no nosso meio. A suautilizag&o abriu
perspectivas para se introduzir estudos de caracterizagdo
genotipica dos isolados encontrados em individuos
imunocomprometidos ou n&o, permitindo uma melhor
investigagdo quanto as fontes de infecg&o nos vérios surtos de
diarréiapor criptosporidiose que vem sendo rel atados em nosso
meio, principalmente em creches®. O desconhecimento por
parte dos clinicos e demais profissionais da salide com relacéo
a importancia de Cryptosporidium como um dos possiveis
agentes patogénicos a serem pesquisados em situacdes de
diarréia, deixam sem investigacao casos de criptosporidiose e
mesmo surtos de diarréia por este patdgeno, pois a técnica de
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concentracdo daamostrafecal pelo formol-éter e astécnicasde
coloragdo (auraminae Kinyoun) ndo so normal mente utilizadas
pel oslaboratérios clinicos que realizam o exame parasitol 6gico
de fezes, portanto ndo detectam Cryptosporidium. O método
especificodémdeauxiliar o clinico paraumacondutaterapéutica
correta, pode também, fornecer subsidios para estudos
epidemiol &gicos, e nesses casos os métodos moleculares seriam
de grande valia para a caracterizagéo genotipica dos isolados.

Os métodos moleculares aplicados e adaptados para
deteccdo e caracterizacdo de Cryptosporidium em amostras
ambientais, podem favorecer uma melhor compreenséo dos
mecanismos de transmissdo desse parasito cosmopolita e de
ampladistribuic¢éo em nosso meio.
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