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RESUMO

A criptosporidiose é uma parasitose causada por um protozoario que habita
principalmente o trato gastrointestinal de diversas espécies de hospedeiros
vertebrados. Até 2019 foram descritas 39 espécies do género Cryptosporidium,
sendo algumas de transmissdo zoonoética e outras de transmissdo antroponotica,
com mais de 20 espécies causando infeccdo em humanos. Estimativas da
prevaléncia dessa parasitose em humanos e outros animais sao escassas ha
América Latina, sendo essa informagdo necessaria para a compreensdo da
epidemiologia do parasito. O objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia de
espécies de Cryptosporidium spp. em animais, incluindo seres humanos, na América
Latina através de uma revisao sistematica e metanalise. Foi conduzida uma busca
no periodo de julho a outubro de 2019 em publicagdes das bases de dados PubMed,
SciELO e LILACS usando os descritores “Cryptosporidium”, “species” combinado
com o nome de cada pais da América Latina. A selecao inicial foi realizada pela
leitura dos resumos dos artigos e aqueles considerados elegiveis foram analisados
na integra. Informagdes dos artigos foram extraidas e armazenadas em bancos de
dados e analisados por meio do programa de linguagem computacional R para o
calculo de prevaléncia combinada e constru¢ao dos graficos de floresta. Dos artigos
recuperados, 59 foram selecionados para a construgcdo do banco de dados.
Dezenove espécies de Cryptosporidium foram evidenciadas na América Latina,
sendo oito em humanos e 16 em outros animais. A espécie com maior prevaléncia
combinada em humanos foi Cryptosporidium hominis (3,1% IC 95% 1,3%-7,5%) e
entre outros animais foi Cryptosporidium parvum (0,7% Cl 95% 0,2%-2,4%).
Considerando animais de estimagao/companhia, de produgao e exdticos/cativeiro,
as espécies com maior prevaléncia foram Cryptosporidium felis, Cryptosporidium
parvum e Cryptosporidium galli, respectivamente. A prevaléncia geral para humanos
foi 12% (IC 95% 7-22%) e 18% (IC 95% 11-27%) para outros animais.
Cryptosporidium parvum foi a espécie mais documentada e a maioria dos estudos foi
realizada em animais de producdo. Foram observados 59 estudos identificando
espécies de Cryptosporidium spp. na América Latina e ampla circulagdo de

Cryptosporidium parvum.

Palavras-chave: Prevaléncia. Criptosporidiose. Revisdo. Metanalise. Espécies.



ABSTRACT

Cryptosporidiosis is a parasitosis caused by a protozoan that mainly inhabits the
gastrointestinal tract of several species of vertebrate hosts. By 2019, 39 species of
the genus Cryptosporidium have been described, some of which are zoonotic and
others with anthroponotic transmission, with more than 20 species causing infection
in humans. Estimates of the prevalence of this parasitosis in humans and other
animals are lacking in Latin America and this information is necessary to understand
the epidemiology of the parasite. The aim of this study was to determine the
prevalence of species of Cryptosporidium spp. in animals, including humans, in Latin
America through systematic review and meta-analysis. A search was conducted from
July to October 2019 in publications from the PubMed, SciELO and LILACS
databases using the descriptors “Cryptosporidium”, “species” combined with the
name of each Latin American country. The initial selection was performed by reading
the abstracts of the articles and those considered eligible were fully analyzed.
Information from the articles was extracted, stored in databases and analyzed using
the computer language program R for the calculation of pooled prevalence and
construction of forest plot graphs. Of the articles retrieved, 59 were selected for
database construction. Nineteen species of Cryptosporidium were found in Latin
America, eight in humans and 16 in other animals. The species with the highest
pooled prevalence in humans was Cryptosporidium hominis (3.1% Cl 95% 1,3%-
7.5%) and among other animals was Cryptosporidium parvum (0.7% Cl 95% 0.2%-
2.4%). Considering pets, livestock and exotic/captive, the species with the highest
prevalence were  Cryptosporidium  felis, Cryptosporidium  parvum  and
Cryptosporidium galli, respectively. The pooled prevalence for humans was 12%
(95% CI 7-22%) and 18% (95% CI 11-27%) for other animals. Cryptosporidium
parvum was the most documented species and most studies were carried out on
livestock animals. There were few studies on species of Cryptosporidium spp. in

Latin America and Cryptosporidium parvum had wide circulation.

KEYWORDS: Prevalence. Cryptosporidiosis. Review. Meta-analysis. Species.
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1- INTRODUGAO

A criptosporidiose é uma infecgdo causada por espécies do género
Cryptosporidium, que sao protozoarios intracelulares com habitat principal no trato
gastrintestinal de uma diversidade de hospedeiros, incluindo o ser humano e outros
animais (GUERRANT,1997). Esse parasito € um dos patégenos entéricos mais
comuns mundialmente, afetando tanto individuos imunocompetentes como
imunocomprometidos e foi classificado pelo Center for Disease Control (CDC) como
um patogeno emergente (MEINHARDT et al., 1996; GUERRANT, 1997; CHEN et al.,
2002).

Cryptosporidium spp. foi inicialmente classificado no filo Apicomplexa e na
classe Coccidia. Porém por apresentar caracteristicas que o distingue de outros
coccidios e o0 aproxima das gregarinas, como completar seu ciclo de vida na
auséncia de um hospedeiro, a presengca de grandes estagios de gamonte
extracelular, sizigia e capacidade de adaptagdo ao ambiente mudando sua estrutura
celular, foi transferido formalmente por Ryan et al. (2016) para a subclasse

Cryptogregaria inserida na classe Gregarinomorphea.

A estrutura infectante do parasito, para hospedeiros suscetiveis, € o oocisto
esporulado, o qual apresenta forma esférica ou ovéide com didmetro entre 4,5 a 6
Mm e contém em seu interior 4 esporozoitos periféricos € um corpo residual central
(DEL COCO et al., 2009; BOULTER-BITZER et al., 2007). Sua transmissdo pode ser
de um individuo infectado a outro, por meio de contato direto por via fecal-oral ou
indiretamente por agua ou alimentos contaminados. O parasito pode ser transmitido
entre hospedeiros humanos, o que caracteriza a transmissdo antroponética ou de
outros animais para humanos e vice-versa caracterizando a transmissao zoonaotica
(CHEN et al., 2002).

A duragao e a severidade das manifestagdes clinicas dependem do estado
imune e da idade do hospedeiro infectado, espécie/gendtipo parasitario e dose
infectante (CAREY et al.,, 2004). Em imunocompetentes, a infecgcdo geralmente &
assintomatica ou auto-limitada, ja em imunocomprometidos, o parasito pode se
disseminar para outros sitios, como os pulmdes e a arvore biliar (CHEN et al., 2002;
MOR et al., 2010).
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A infecgdo em humanos por Cryptosporidium sp. é distribuida mundialmente nas
populacdes urbanas e rurais em paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
configurando uma distribuicdo ampla (MEINHARDT et al., 1996). Na Asia, Lim et al.
(2013) reportaram que a criptosporidiose é frequente em humanos e animais em
paises do sudeste desse continente, como Laos, Vietna, Filipinas, Tailandia e
Camboja. Mahmoudi et al. (2017) em um artigo de revisdo relataram prevaléncias
variando de 1,8% a 49% para Cryptosporidium sp. em humanos de diversos paises

como Japao, China, Arabia Saudita, Libano e Turquia.

No continente americano, a criptosporidiose € uma grande preocupagao
devido ao aumento do numero de casos em individuos imunocomprometidos e em
criancas na Costa Rica, Brasil, Argentina e Estados Unidos da América
(PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018). As espécies relacionadas mais frequentemente a

infeccdo humana séo Cryptosporidium parvum e Cryptopsoridium hominis.

Considerando a prevaléncia em outros animais, Cryptosporidium ja foi
relatado em em caes, gatos e porcos na China, bovinos na india, em aves e gado no
Japao e galinhas na Turquia (MAHMOUD et al., 2017, EL-ALFY; NISHIKAWA, 2020;
WANG et al., 2020). No Brasil, ha relatos em diversos animais entre mamiferos e
aves (PAZ; SILVA et al. 2014; NOVAES et al., 2018; NETO et al., 2020). Observa-
se uma maior diversidade de espécies infectando outros animais, algumas com
maior especificidade a hospedeiros e outras com perfil mais eurixénico e até mesmo

zoonotico.

As informacgdes sobre a prevaléncia na América Latina variam de acordo com a
regidao e o grupo estudado, sendo fornecidas informagdes pontuais nos diversos
paises, ndo havendo informagdes robustas sobre as espécies que circulam nessa
regidao do Continente Americano entre animais, incluindo humanos. Diante desse
contexto e da auséncia de um estudo que contemple a informacdo global da
criptosporidiose nessa regido, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma
revisdo sistematica e metanalise sobre a prevaléncia das espécies de

Cryptosporidium sp. em humanos e outros animais na Ameérica Latina.
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2- FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1- O PARASITO

As primeiras observagdes sobre o género Cryptosporidium foram realizadas por
Ernest Edward Tyzzer em 1907, o qual descreveu a espécie Cryptosporidium muris
em glandulas gastricas de ratos de laboratério (TYZZER, 1907). Posteriormente, o
mesmo autor publicou uma descricdo completa do ciclo biolégico e descreveu uma
segunda espécie, também isolada de ratos de laboratério, Cryptosporidium parvum
(TYZZER, 1910; TYZZER 1912). Embora a primeira descrigdo do parasito tenha sido
realizada em 1907, foi apenas na década de 1970, depois que a importancia médica
e veterinaria deste protozoario foi reconhecida, que os primeiros casos em humanos
e em animais foram relatados por Nime et al. e Meisel et al. ambos em 1976 e por
Panciera et al. (1971), respectivamente. Apesar da descricdo deste parasito ter
ocorrido no inicio do século XX, estudos realizados no século XXI tem registrado
presenca de antigenos de Cryptosporidium spp. em materiais arqueoldgicos (LELES
et al., 2019; MORROW; REINHARD, 2016).

Cryptosporidium spp. inicialmente foi classificado como um coccidio, porém sua
taxonomia permaneceu sob discussdo por este apresentar caracteristicas que o
distinguiam de outros coccidios como: a possibilidade de autoinfeccdo enddgena,
diversos sitio de infecgao, transmissibilidade cruzada e relativa especificidade de
hospedeiros (SMITH et al., 2007; DEL COCO et al., 2009). De maneira geral, ndo é
possivel identificar espécies pela morfologia dos oocistos, sendo necessaria a
utilizacdo de técnicas moleculares para esse fim, bem como na identificagcdo de
gendtipos (SMITH et al., 2007; FAYER, 2004).

Em 2015, Clode et al., em um artigo de opinido apontaram a capacidade de
multiplicacdo e desenvolvimento do parasito em localizagao epicelular e extracelular,
ambas podendo ocorrer simultaneamente para a produgdo em massa de novos
oocistos. Os mesmos autores também sugeriram uma proximidade do género

Cryptosporidium com as gregarinas.

Em 2016, Ryan et al., baseado em informagdes microscopicas, moleculares,
genbmicas e bioquimicas que demonstraram similaridade entre Cryptosporidium e
as gregarinas, transferiram esse parasito para a classe Gregarinomorphea e para a

nova subclasse Cryptogregaria, que tem o mesmo como unico membro. Gregarinas
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sdo um grupo diverso de parasitos apicomplexos primitivos, grandes e unicelulares
que infectam primariamente os intestinos e outros espacos extracelulares de
invertebrados e vertebrados como anelideos, artropodes e moluscos os quais sao
abundantes em fontes de agua naturais. (RYAN et al., 2016). Esses microrganismos
possuem diversidade na arquitetura e dimensao celular, dependendo do ambiente
em torno. Essa habilidade de adaptacdo ao ambiente € vista também no género
Cryptosporidium, o qual exibe diversidade de estruturas celulares de acordo com o
meio no qual se encontra (LEANDER et al., 2003; LEANDER, 2008; VALIGUROVA,
2012; ALDEYARBI; KARANIS, 2016).

Uma das semelhancas entre Cryptosporidium e as gregarinas € a habilidade
de completar seu ciclo de vida na auséncia de uma célula hospedeira. Hijjawi et al.
(2004) descreveram o desenvolvimento completo do parasito em cultura axénica,
revelando que Cryptosporidium nao € um parasito epicelular obrigatorio, podendo
viver fora de células, em biofilme ou no lumen intestinal. Além disso, este parasito
apresenta uma organela de alimentagao, chamada epimerito por meio da qual

interage com a célula hospedeira (RYAN et al., 2016).

Outra caracteristica que relaciona o género Cryptosporidium com as
gregarinas é a presencga de estagios extracelulares multinucleados (gamont-like) no
ciclo de vida, sendo os mesmos observados primeiramente por Hijjawi et al. em 2002.
Posteriormente, Rosales et al. (2005), confirmaram a existéncia de estagios
extracelulares do parasito em cultura in vitro utilizando a microscopia Optica, de

Normarski e a microscopia eletrénica de transmisséo.

Foram descritas, até 2020, 39 espécies validas no género Cryptosporidium
(Quadro 1) infectando mais de 150 espécies diferentes de hospedeiros. As espécies
Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis sao as mais frequentes em
humanos, sendo associadas a surtos de criptosporidiose (RYAN et al., 2016; KHAN
et al., 2017; MORRIS et al., 2019). A infecgdo humana por outras espécies deste
parasito ja foi relatada, especialmente por Cryptosporidium meleagridis e
Cryptosporidium viatorum, sendo a ultima associada a diarreia do viajante
(MMBAGA; HOUPT, 2017). Segundo Khan et al. (2017) mais de 20 espécies s&o
capazes de determinar infeccdo moderada a severa em humanos. Mais de 40

gendtipos de Cryptosporidium sp. vindas de varios hospedeiros vertebrados foram
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descritos, sendo reportadas diferengas no perfil clinico de acordo com o gendtipo, a
espécie e o subtipo (CERTAD et al., 2017).

Quadro 1 - Espécies validas do género Cryptosporidium, respectivos hospedeiros
principais e infecgdo humana

Espécie Principais hospedeiros Relatos de Infecgdo em humanos
Cryptosporidium andersoni Bovinos Relatado
Cryptosporidium baileyi Galinhas Nao relatado
Cryptosporidium felis Gatos Relatado
Cryptosporidium meleagridis Aves e humanos Relatado
Cryptosporidium muris Roedores e humanos Relatado

Cryptosporidium avium Periquitos Nao relatado
Cryptosporidium parvum Mamiferos Relatado
Cryptosporidium serpentis Répteis Nao relatado

Cryptosporidium wrairi

Porquinhos da india

Nao relatado

Cryptosporidium bovis Bovinos Relatado
Cryptosporidium ryanae Bovinos Nao relatado
Cryptosporidium hominis Humanos Relatado

Cryptosporidium canis Canideos Relatado

Cryptosporidiumgalli Aves N&o relatado
Cryptosporidium molnari Peixes Nao relatado
Cryptosporidiumcuniculus Coelhos Relatado
Cryptosporidium fayeri Marsupiais Relatado
Cryptosporidium macropodum Marsupiais Nao relatado
Cryptosporidium suis Suinos Relatado
Cryptosporidium ubiquitum Ruminantes Relatado
Cryptosporidium varanii Répteis Nao relatado
Cryptosporidium scrofarum Suinos Relatado

Cryptosporidium agni Ovinos e Caprinos Nao relatado
Cryptosporidium fragile Anfibios Nao relatado
Cryptosporidium rubeyi Esquilos Nao relatado

Cryptosporidium viatorum Humanos Relatado

Cryptosporidium huwi Peixes Nao relatado

Cryptosporidium apodemi Ratos Nao relatado

Fonte: adaptado de Xiao (2004), Zahedi et al.(2016), Slapeta (2013), Holubolova et al.(2016) Kvac et al. (2016),
Khan et al. (2017), Zahedi et al. (2017),Hor¢ickova et al. (2019), Morris et al., 2019.
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Quadro 1 - Espécies validas do género Cryptosporidium, respectivos hospedeiros
principais e infecgcdo humana (continuagao)

Cryptosporidium tyzzeri Roedores Relatado
Cryptosporidium erinacei Ourigos Relatado
Cryptosporidium proliferans Roedores, esquilos, equideos Nao relatado
Cryptosporidium ditrichi Ratos Relatado
Cryptosporidium ducismarci Tartaruga Nao relatado

Cryptosporidium homai Porquinho da india Nao relatado
Cryptosporidium proventriculi Psitacideos Nao relatado
Cryptosporidium alticolis Arganazes (roedor) Nao relatado
Cryptosporidium microti Arganazes (roedor) Nao relatado
Cryptosporidium testudinis Tartaruga N&o relatado
Cryptosporidium occultus Roedores Relatado

Fonte: adaptado de Xiao (2004), Zahedi et al.(2016), Slapeta (2013), Holubolova et al.(2016) Kvac et al. (2016),
Khan et al. (2017), Zahedi et al. (2017),Horc¢ickova et al. (2019), Morris et al., 2019.

2.2- MORFOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

A forma infectante do parasito € o oocisto esporulado, sendo este esférico ou
ovoide, com 4,5 a 6 ym de didmetro médio. O oocisto esporulado possui 4
esporozoitos em forma de banana e um corpo residual em seu interior (Figura 1)
(FAYER, 2004; O'DONOGHUE, 1995). A parede do oocisto possui trés camadas
visiveis ao microscopio eletrbnico e apresenta uma linha de sutura de onde
emergem 0s esporozoitos, caracteristica unica do género Cryptosporidium (FAYER,
2004; PETRY, 2000). A parede do oocisto, rica em ligacées de dissulfeto, permite
manter a capacidade infectante do parasito. A temperatura exerce um papel
fundamental na viabilidade dos oocistos, sendo os mesmos viaveis a temperaturas

entre 4 °C e 22 °C, e sobrevivem a -20 °C. Em temperaturas extremas, a viabilidade e

a infectividade podem ser afetadas devido a perda de integridade da parede do
oocisto (CAREY et al., 2004; FAYER, 2004).
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5um

Figura 1 - Esquema de um oocisto de Cryptosporidium andersoni, apresentando
parede (A), quatro esporozoitos (B) e corpo residual central (C). Fonte: Modificado
de Lindsay et al., 2000.

O corpo residual apresenta elementos necessarios a sobrevivéncia do
parasito. Em seu interior ha um vacuolo lipidico, com inclusdes proteicas,
ribossomos, citomembranas e granulos de amilopectina, o que prové a nutricdo aos
esporozoitos (DEL COCO et al., 2009).

O esporozoito apresenta forma de virgula, com o extremo apical afinado e o
posterior arredondado. Os microtubulos, situados lateralmente debaixo da
membrana plasmatica e unidos ao anel polar, percorrem o corpo do esporozoito do
apice até a parte média, permitindo assim seu deslocamento e ajudando no
processo de invasdo (CAREY et al., 2004).

No extremo anterior do esporozoito é encontrado o complexo apical,
composto por organelas secretorias: roptrias, micronemas e granulos densos, e
componentes nao vesiculares: condide e microtubulos subpeliculares. Dentre as
organelas secretérias, as roptrias e os micronemas produzem e secretam uma
complexa mistura de proteinas que auxiliam na adesdo e invasdao da célula
hospedeira (BOULTER-BITZER et al., 2007). Do extremo anterior, surge um vacuolo
que se fusiona com a membrana celular para formar uma interface hospedeiro-
parasito, formando o vacuolo parasitéforo de localizacdo intracelular e
extracitoplasmatica (FAYER, 2004). No extremo posterior do esporozoito se situa o
nacleo e préximo ao mesmo localiza-se uma organela semelhante a uma
mitocéndria (PETRY, 2000).
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O ciclo de vida € monoxeno e geralmente ocorre em células do trato
gastrintestinal do hospedeiro (Figura 2). Este consiste em diversas fases de
desenvolvimento, incluindo ciclos sexuado e assexuado. A infecgao € iniciada pela
dissolucéo da linha de sutura do oocisto, por diferenca de temperatura, pH, presenca
de sais biliares e enzimas pancreaticas, o que possibilita a excistacdo dos quatro
esporozoitos (REDUKER et al. 1985; FAYER, 2004). O desencistamento s6 é
observado em parasitos metabolicamente ativos, e envolve a agdo de enzimas
parasitarias e intestinais (BOULTER-BITZER et al., 2007; PETRY, 2004). O contato
direto dos oocistos com o acido sialico, presente nas células intestinais, também
constitui um estimulo para o desencistamento (CHOUDHRY et al., 2009). Os
esporozoitos liberados s&do moveis e invadem ativamente a célula hospedeira
(WETZEL et al., 2005).

Uma organela de fixagdo ou de alimentagédo se desenvolve entre o parasito e
o citoplasma celular, o epimerito. Neste local, o parasito se estabelece, se
desenvolve e realiza reproducdo assexuada ou fissdo nuclear multipla, também
conhecida como merogonia. Esse processo dara origem ao meronte do tipo | com
oito merozoitos em seu interior, a qual é estruturalmente parecida com o esporozoito
encontrado dentro do oocisto esporulado. Apds a ruptura do meronte, os merozoitos
liberados invadem novas células epiteliais e desenvolvem em seu interior um
meronte do tipo |, descrito acima, ou um meronte do tipo Il caracterizado pela
presenca de quatro merozoitos. A producdo de merontes do tipo | possibilita a
reciclagem indefinida com a produgao continua dessas formas evolutivas e justifica
juntamente com a autoinfecgao, a existéncia de infecgbes crbnicas persistentes
(BOUZID et al., 2013). Os merozoitos liberados pelo meronte do tipo Il infectam
novas células e se diferenciam em macrogametécito (feminino) e microgametdcito
(masculino). O macrogametécito evolui para um macrogameta imével feminino
uninucleado e permanece no interior do enterdcito. Ja o microgametécito sofre fissao
multipla, originando 16 microgametas mdveis que abandonam a célula parasitada
em busca de macrogametas localizados em outras células intestinais (BOUZID et al.,
2013).
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Figura 2 — Ciclo biolégico de Cryptosporidium sp. em células intestinais do
hospedeiro. a: liberagdo do esporozoito do oocisto, b: penetragdo do esporozoito no
enterdcito, c: formacao de trofozoito apds penetragao do esporozoito, d: reproducéo
assexuada por merogonia, e: meronte do tipo I, do qual sero liberados merozoitas, f:
formacao de meronte do tipo Il, apds entrada de merozoito no enterécito, merozoitos
liberados do meronte do tipo |l penetrardo em enterdcitos distintos e dardo origem a
microgametécito (g) e macrogametécito (h). Fecundacdo do macrogameta pelo
microgameta gerando zigoto (i), os quais darao origem a oocistos (j) de parede
espessa (k) associados a infecgdo externa e oocistos de parede fina (l) associados a

auto-infecgdo. Fonte: adaptado de Bouzid et al., 2013.

Assim que ocorre a fecundagdo do macrogameta pelo microgameta, ocorre a
formacdo do zigoto, sendo este considerado o unico estado diploide do ciclo.
Posteriormente, ao adquirir parede cistica, o zigoto passa a ser denominado oocisto
e sofrera o processo de esporogonia. Nesta fase, o nucleo diploide sofre uma
meiose reducional, dando origem a quatro células haploides (0os esporozoitos)
contidas dentro do oocisto. Este oocisto esporulado sai do enterdcito e € eliminado
para o ambiente junto com o conteudo intestinal (BOUZID et al., 2013). Dos oocistos
produzidos, 20% sofrem falha na formagao de parede, sendo denominados oocistos
esporulados de parede fina, os quais podem se romper dentro do lumen intestinal do
hospedeiro e determinar autoinfecgdo (DEL COCO et al., 2009).
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O periodo de pré-paténcia varia de acordo com o hospedeiro, a espécie do
parasito e a dose infectiva. Nos humanos, este periodo varia de quatro a 22 dias,
considerando estado imune do individuo. Em outros animais, como nos bovinos,
esse periodo pode variar de dois a sete dias. Ja o periodo de paténcia pode ter uma
variacdo de um a 20 dias em humanos e de um a 12 dias em bovinos (FAYER, 2004;
DEL COCO et al., 2009).

Além do ciclo intracelular, este protozoario pode realizar um ciclo extracelular
na luz intestinal ou em biofilme (Figura 3). Artificialmente, em biofilme, dependendo
de fatores do parasito ou do quorum sensing, que é a liberagdo de sinais quimicos
secretados a partir de células, capazes de induzir diversas alteragbes como a
requlacdo da expressao de genes dependentes da densidade celular, os
esporozoitos sao liberados e transformam-se em trofozoitos. Estes trofozoitos
realizam sizigia, que consiste em um processo de pareamento de trofozoitas ponta a
ponta para reprodugao, ou merogonia. Essa etapa determina o desenvolvimento de
merontes do tipo |, os quais sao transformados em merontes do tipo Il. A formagao
do meronte do tipo Il representa o inicio da reprodu¢cdo sexuada no ciclo de
Cryptosporidium sp. Os merontes do tipo Il liberardo merozoitas que irdo se
transformar em  macrogametécitos ou  microgametdcitos.  Apesar  dos
microgametdcitos conterem muitos microgametas em seu interior, nao foi observada

a produgéao de oocistos em biofilme aquatico (CLODE et al., 2015).

Na auséncia de células hospedeiras, ocorre a producdo de outros dois
morfotipos extracelulares sendo eles: estagios similares a gametdcitos (gamont-like)
e gametécitos gigantes (gigantic gamont-like). Essas formas evolutivas
provavelmente se originaram da fase de desenvolvimento dos trofozoitos com o
propésito de produzir maior numero de merozoitos e trofozoitos para maximizar o
potencial reprodutivo sem necessitar da fase sexuada. Ainda nao foi observada a

producao de oocistos na auséncia de células hospedeiras (CLODE et al., 2015).
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Figura 3 — Proposta de esquema do ciclo de vida de Cryptosporidium sp. fora de
célula hospedeira (em biofilme ou no Iumen intestinal). Fonte: adaptado de Clode et
al., 2015.

2.3 - PATOGENIA E MANIFESTACOES CLINICAS

A adesdo dos esporozoitos a célula hospedeira e a invasdo dos mesmos sao
eventos primarios cruciais para a patogénese da criptosporidiose (DENG et al.,
2004). Durante a interagdo com o enterdcito, as proteinas de superficie do
esporozoito e as proteinas secretadas por organelas especializadas do complexo
apical facilitam a adesao, invasédo e estimulam a formacédo do vacuolo parasitéforo.
Cryptosporidium sp. penetra na superficie da célula intestinal, localizando-se de
modo intracelular e extracitoplasmatico (SIBLEY, 2004; DENG et al., 2004). A
adesdo do parasito a superficie do enterécito desencadeia a ativacdo de uma
cascata de sinalizacdo culminando na perda da fungao de barreira da mucosa e na
polimerizagado de filamentos de actina, ocorrendo mudanga no citoesqueleto. Por
meio da liberagdo de proteases, fosfolipases e hemolisinas Cryptosporidium sp.
determina danos celulares diretos. Os enterdcitos parasitados produzem citocinas
pré-inflamatérias e quimiocinas que induzem resposta inflamatoria e atuam sobre a

resposta imune inata e posteriormente adaptativa. A acdo multifatorial agrava o
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aumento da permeabilidade da mucosa, alteracdo da absorcdo e aumento da

secrecao que contribuem para a diarreia (CERTAD et al., 2017).

A apoptose secundaria € um mecanismo defensivo da mucosa, o qual limita o
numero de parasitos e ajuda no combate a infec¢do. Porém, Cryptosporidium spp.
tem a capacidade de inibir a morte celular programada em células parasitadas na
fase de trofozoito, a fim de concluir o ciclo biolégico. Posteriormente, o parasito
induz a apoptose, na fase de esporozoito e merozoito, sugerindo assim uma
capacidade na regulagdo da expressao génica da célula do hospedeiro (DENG et al.
2004; CERTAD et al., 2017).

A criptosporidiose tem como principal manifestacao clinica a diarreia aquosa,
sendo a mesma de intensidade e duracéo variaveis (MMBAGA; HOUPT, 2017). A
heterogeneidade da sintomatologia € dependente de fatores do hospedeiro, como
estado imunolégico e idade, e do parasito, como dose infectiva (CERTAD et al.,
2017). Segundo Caccié e Pozio (2006), em um artigo de revisdo, a diarreia esta
presente em 92% dos casos analisados. Outros animais exibem os mesmos sinais
clinicos dos humanos, sendo a diarreia aquosa reportada em animais domésticos e
de producao (FAYER, 2004).

No hospedeiro imunocompetente, a infeccdo pode determinar trés quadros
principais: portador assintomatico, diarreia aguda e diarreia persistente, a qual pode
continuar por semanas. Quando a infeccdo é sintomatica o individuo apresenta
quadro de diarreia aquosa, volumosa e com muco, sem sangue e leucécitos. Outras
sintomatologias apresentadas sdo mal-estar abdominal, vomito, nausea, perda de
peso, anorexia, fadiga e aumento da temperatura corporal. A duragdo do quadro
clinico € de nove a 15 dias e a liberagdo dos oocistos, a principio intermitente, pode

persistir durante a fase de convalescéncia (CHEN et al., 2002).

Em imunocompetentes, a diarreia € geralmente autolimitada. Ja os
imunocomprometidos e as criangas podem evoluir para uma infecgdo crénica com
duracdo de meses. Em pacientes com infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) ou com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) é possivel
encontrar o parasito em localizagbes extra intestinais, como a arvore biliar, figado,

pancreas e pulmdes (MOR et al., 2010; FAYER, 2004). Em criangcas pequenas, a
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diarreia crénica quando associada a desnutrigdo pode ocasionar a morte (CERTAD
etal., 2017).

2.4 - DIAGNOSTICO

A histopatologia foi uma das primeiras técnicas utilizadas em humanos e
outros animais para diagnostico da criptosporidiose, sendo a mesma realizada com
material de bidpsia ou autépsia associada a coloragao de Giemsa ou hematoxilina-
eosina para visualizagao dos estagios evolutivos enddégenos do parasito. Por conta
do tamanho reduzido e da limitacdo de detalhes na morfologia, frequentemente foi
utilizada a microscopia eletrébnica de transmissdo para a identificacdo do parasito
nos cortes histologicos. As desvantagens das técnicas de exame histolégico e
ultraestrutural associam-se ao alto custo, a demanda de tempo e a sensibilidade
questionavel. A baixa sensibilidade pode ser devido ao tamanho da amostra tecidual
que pode ser analisada e a distribuicdo ndo uniforme da infecgdo ao longo do trato
digestivo (O'DONOGHUE, 1995).

O diagndstico de Cryptosporidium spp. em laboratorios de analises clinicas
ainda é baseado principalmente na detec¢gao microscopica de oocistos em material
fecal por técnicas parasitologicas associadas a coloragbes, como Ziehl-Neelsen,
Kinyoun modificadas e/ou anticorpos fluorescentes (IFA), bem como por métodos de
deteccdo antigénica, como ensaios imunoenzimaticos e imunocromatograficos
(RYAN et al., 2016). Embora a microscopia necessite de instrumentos relativamente
simples e consumiveis baratos, € trabalhosa, requer um operador capacitado,
carece de sensibilidade e resultados falsos positivos podem ocorrer quando bolhas
de gordura ou leveduras que se coram de modo semelhante ao parasito sao
identificadas erroneamente (RYAN et al.,, 2016; CUNHA et al., 2019). A utilizacdo de
técnicas de concentragao, por flutuacdo ou sedimentacédo, do material fecal aumenta

a sensibilidade das técnicas microscoépicas (DEL COCO et al., 2009).

A associagdo de técnicas de coloragdo na microscopia € geralmente
necessaria devido ao fato de que os oocistos sdo semelhantes em tamanho e forma
as leveduras, a componentes fecais e outros detritos (RYAN et al., 2016). As
principais técnicas de coloragao utilizadas sdo: coloracdo de Kinyoun (MA; SOAVE,
1983), safranina azul de metileno (BAXBY et al., 1984) e Ziehl-Neelsen modificado
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(HENRIKSEN; POHLENZ, 1981). Estas técnicas coram os oocistos em vermelho e
contrastam o fundo em verde ou azul (FAYER et al., 2000). Embora uteis, estas
coloragdes podem apresentar baixa sensibilidade, principalmente em amostras com
pequeno nimero de oocistos (QUILEZ et al., 1996; MORGAN et al., 1998). Além dos
métodos de coloragdo convencional, ha os de coloragdo negativa que utilizam a
negrosina, o verde brilhante ou o verde de malaquita, para corar o fundo da lamina,

leveduras e bactérias, deixando os oocistos sem coloracao (FAYER et al., 2000).

Ignatius et al. (2016) avaliando o uso da microscopia de contraste de fase
para o diagndstico da criptosporidiose concluiram que essa representa uma
metodologia especifica, simples e barata. Este procedimento apresenta custo inferior
a coloracdo e ao diagndstico molecular, com sensibilidade significativamente
associada aos valores da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR)

e com o0s numeros de oocistos excretados.

Os limites de deteccdo da microscopia convencional considerando
Cryptosporidium sp. apresenta variagdes de acordo com o tipo da amostra fecal e a
técnica utilizada. Weber et al. (1991) determinaram o limite de 50.000 oocistos por
grama de fezes formadas de origem humana para a técnica de imunofluorescéncia
indireta e de 500.000 oocistos por grama de fezes formadas de origem humana para
técnica de coloragao por Kinyoun, ambas realizadas a partir de sedimento da técnica
de Ritchie modificada. Infecgcdes leves ou a liberacdo de oocistos de forma
intermitente  podem resultar na nado detecgdo do parasito quando métodos
convencionais sao usados. Devido a intermiténcia, no caso de diagnostico utilizando
coloracéo por Ziehl-Neelsen, preconiza-se que sejam utilizadas trés amostras fecais
de dias diferentes para pacientes imunocompetentes e duas para pacientes com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (RYAN et al., 2016). Embora uteis
para a deteccao de oocistos, os métodos parasitologicos baseados em microscopia
Optica de campo claro sdo pouco confidveis, demorados e ndo permitem a
identificacdo das espécies de Cryptosporidium (FALL et al., 2003; JEX et al., 2008;
IGNATIUS et al., 2016).

Para aumento de sensibilidade no diagnostico da criptosporidiose tém sido
utilizado métodos baseados em fundamentos imunolégicos: para detecgéo direta do
oocisto por meio de anticorpos marcados, de anticorpos em soro de individuos

suspeitos ou de antigenos em material fecal. A ndo especificidade dos métodos
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baseados em anticorpos ocorrem devido a reatividade cruzada com outros
microrganismos (FAYER et al.,2000). Os testes de imunofluorescéncia diretos para
detecgdo de oocistos sdo amplamente utilizados em amostras ambientais e de
material fecal devido a sua elevada sensibilidade (98,5%-100%) e especificidade
(96%-100%), permitindo a visualizagdo dos parasitos intactos (JEX et al., 2008;
JOHNSTON et al., 2003). Porém, a necessidade de um microscépio de fluorescéncia
e um profissional treinado, pode representar um entrave nos paises em
desenvolvimento com poucos recursos financeiros, onde a criptosporidiose

representa um grande problema de saude (RYAN et al., 2016).

A deteccao de coproantigenos soluveis de Cryptosporidium spp., por métodos
imunologicos como as técnicas de ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou
imunocromatografia, também tem sido utilizadas no diagndstico. A pesquisa de
coproantigenos tem vantagens sobre a microscopia Optica como: detecgdo de
infeccbes pré-patentes, utilizacdo para triagem rapida, eficacia para trabalhar com
grande quantidade de amostras fecais (JEX et al., 2008). Uma das limitacbes de
alguns desses testes ¢é a leitura visual que pode determinar interpretagdes subjetivas
dos resultados (JOHNSTON et al., 2003; JEX et al., 2008). A detecgao de anticorpos
em soro também pode ser efetuada, porém uma desvantagem dessa técnica é a
impossibilidade de distinguir entre uma infeccdo passada e uma recente,
principalmente em areas consideradas endémicas onde ha uma alta circulagdo do
parasito (CUNHA et al, 2019). Além disso, essas técnicas nado permitem a
determinagcdo de espécies ou genotipos de Cryptosporidium sp. envolvidos na
infeccao (JEX et al., 2008).

Devido as limitagcbes da microscopia e dos métodos imunoldgicos, uma
diversidade de técnicas baseadas na detecg¢do de acidos nucleicos foi desenvolvida
para identificagdo especifica e sensivel de espécies e de variacdo genética nas
amostras ambientais e clinicas. A compreensdo sobre a epidemiologia e a biologia
das espécies do género Cryptosporidium foi aprimorada ap6s a aplicacédo de
ferramentas moleculares (JEX et al, 2008; CHALMERS; KATZER, 2013).

Dentre algumas técnicas moleculares utilizadas no estudo de
Cryptosporidium spp. incluem-se: a reagédo em cadeia da polimerase convencional
(PCR), a nested-PCR (NPCR) e a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa

(gPCR). Essas técnicas amplificam uma sequéncia génica alvo a multiplas cépias
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detectaveis, aumentando a sensibilidade e possibilitando a identificagdo de espécies
e genotipos (CHALMERS; DAVIES, 2010; ADEYEMO et al., 2018).

O uso da nested-PCR tem como principal objetivo aumentar a sensibilidade
ao utilizar dois conjuntos de primers, onde o primeiro primer liga-se as sequéncias
fora do DNA alvo e a regido amplificada serve como modelo para o segundo
conjunto de primers. As técnicas baseadas em PCR e na restricdo de polimorfismo
de comprimento de fragmento (PCR-RFLP) utilizam pares de primers especificos
para amplificagdo de diferentes loci genéticos, seguido de clivagem enzimatica ou
sequenciamento, sendo util na identificacdo de espécies e gendtipos (ADEYEMO et
al., 2018). Para identificacdo de subtipos, aplica-se a PCR, sendo o marcador mais
utilizado a glicoproteina de 60 kDa (gp60) na identificagao das familias de subtipos

em Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis (KHAN et al., 2017).

O PCR quantitativo (QPCR) permite o monitoramento da amplificacdo do
material genético a medida que o processo ocorre e sua quantificagdo, possuindo
vantagens sobre a PCR convencional, tais como: maior sensibilidade e
especificidade, e execucdo em menor tempo. Ensaios de gPCR foram previamente
descritos tendo como alvo a regido SSU rRNA a fim de detectar todos as espécies
do género Cryptosporidium. A amplificacdo dessa regidao cobre a maior regidao de
variabilidade entre espécies e gendtipos, permitindo a identificagdo de
Cryptosporidium spp. e seus genotipos através da analise de sequéncia dos
produtos da reacao (ADEYEMO et al., 2018). Outros marcadores que permitem a
identificacao de espécie sdo o gene de actina e a proteina de choque térmico 70kDa
(hsp70), sendo utilizados juntamente com o SSU rRNA na classificagdo dentro do

género Cryptosporidium (JEX et al., 2008).

A etapa final das técnicas moleculares para identificacdo de espécies consiste
no sequenciamento dos fragmentos amplificados, sendo necessaria para a
confirmagado dos resultados e para a analise da diversidade genética entre as
mesmas. O sequenciamento do DNA é o padrdo-ouro para detectar variacao
genética ou polimorfismo, pois pode ser utilizado tanto em genes de unica cépia
quanto de multiplas copias (JEX et al., 2008; CUNHA et al., 2019).

Em amostras ambientais ou de alimentos, diversas metodologias vém sendo

utilizadas. A eluigdo ou extracdo dos oocistos € uma etapa fundamental na detecgao
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do parasito, pois apenas a lavagem dos vegetais n&o é o suficiente para remové-los.
A escolha de um tampao eluente e o0 método de eluicdo tem influéncia direta na
recuperagcao dos oocistos. A concentracdo e a purificagcdo também sao utilizadas,
sendo a concentragcao geralmente feita por centrifugacdo. A centrifugacdo € um
procedimento que utiliza velocidades de centrifugacdo e periodos de tempo
diferentes a fim de sedimentar o eluato das amostras de alimentos, podendo ser
associada com multiplas solugdes de flutuagdo. Além disso, tem sido utilizada a
separagdo imunomagnética, a qual aumenta a taxa de deteccdo e
consequentemente a sensibilidade diagndstica. Apds o procedimento de
concentracdo e purificacdo, o material € submetido a técnicas de coloragdo para
leitura por microscopia, imunofluorescéncia direta, citometria de fluxo ou microscopia
confocal (AHMED; KARANIS, 2018).

Os métodos moleculares, principalmente os baseados na reacdo da cadeia
em polimerase tém sido amplamente utilizados na detec¢do do parasito nessas
amostras ambientais, sendo necessario certos ajustes de acordo com o tipo de
alimento/matriz, a fim de restringir a agdo de alguns inibidores presentes. Uma
desvantagem dos métodos moleculares em alimentos é a ndo detecgdo da
viabilidade dos oocistos, sendo empregada a Hibridizagcdo da Fluorescéncia in situ
(FISH) para tal finalidade. A FISH utiliza sondas oligonucleotidicas de cDNA
marcadas com fluorescéncia, que tem como alvo sequéncias celulares especificas
de rRNA, a fim de identificar diretamente os microrganismos viaveis. E um método
alternativo a PCR, pois além de determinar a viabilidade dos oocistos, consegue
distinguir entre as duas principais espécies envolvidas em infeccbes em humanos,
sendo amplamente utilizada na investigagao de surtos e em analises filogenéticas e
ecologicas (ADEYEMO et al., 2018; AHMED; KARANIS, 2018).

2.5 - EPIDEMIOLOGIA

2.5.1 - CRIPTOSPORIDIOSE NO MUNDO EM HUMANOS

A infeccdo em seres humanos por Cryptosporidium sp. € distribuida
mundialmente nas populagbes urbanas e rurais em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, configurando uma distribuicdo ampla (MEINHARDT et al., 1996).
Nos anos de 1980, as taxas de prevaléncia da infecgado mundial por este parasito em

seres humanos abrangeram em torno de 1% a 30%. Essa variagéo foi associada a



28

diferengas geograficas, fatores demograficos, temporais e metodoldgicos
(CASEMORE, 1990; CASEMORE et al., 1985). Meinhardt et al. (1996) analisaram,
em um artigo de revisao, que durante a década de 1990 as taxas de prevaléncia em
pacientes com diarreia de paises desenvolvidos variaram entre 4% a 30%. Estes
mesmos autores relataram taxa média de positividade de 2% para a populagao geral

e para criancas 4% em paises desenvolvidos, 4,9% na Asia e 10,4% na Africa.

Ainda na década de 1990, segundo O'Donoghue (1995) as taxas de
prevaléncia em individuos assintomaticos variaram de 0% a 2% em paises
desenvolvidos e de 0% a 9,8% em paises em desenvolvimento. A maior prevaléncia
de infeccdo em paises em desenvolvimento foi associada a falta de saneamento
basico, fontes de agua contaminadas, superpopulacdo ou contato com animais
domésticos (O'DONOGHUE, 1995).

Em 2020, Dong et al. obtiveram prevaléncia mundial estimada de 7,6% (IC
95% 6,9% -8,5%) para criptosporidiose ao analisarem estudos de 69 paises por
meio de revisdo sistematica e metanalise. As maiores taxas de prevaléncia para
essa parasitose foram no México (69,6%), na Nigéria (34%) e em Bangladesh
(42,5%).

Em areas rurais no nordeste de Bangladesh, 3,2% (4/125) dos fazendeiros
que lidavam diretamente com bezerros apresentaram positividade através de
ensaios de imunofluorescéncia para Cryptosporidium spp. (EHSAN et al., 2015). Em
2013, Lim et al. reportaram que a criptosporidiose é frequente em humanos e outros
animais em paises como Laos, Vietna, Filipinas, Tailandia e Camboja. Esta ampla
distribuicao pode estar associada ao rapido crescimento populacional, a insuficiéncia
de fontes de agua e falta de manutencdo das fontes de agua, permitindo
contaminacgao fecal por animais (BAMAIYI; REDHUAN, 2016).

Feng e Xiao (2017) evidenciaram prevaléncia de 0,8% a 13,5% em humanos
ao realizarem uma revisdao de estudos conduzidos em diferentes localidades da
China. Nessa revisdo, a maioria das infecgbes em humanos foi causada por
Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium parvum. Além disso, outras espécies
como Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium felis e

Cryptosporidium suis também foram reportadas.
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Na Europa, devido as mudangas climaticas acarretando em chuvas muito
intensas e alagamentos, houve um aumento de casos desta parasitose pela
contaminagao da agua potavel. A espécie Cryptosporidium hominis foi identificada
como o patéogeno mais frequente (BAMAIYI; REDHUAN, 2016; PUMIPUNTU;
PIRATAE, 2018).

Na Africa, Cryptosporidium spp. esta associado com diarreia severa, aumento
da mortalidade e impacto negativo no desenvolvimento e crescimento das criangas.
Surtos de HIV/AIDS, ma nutricdo, alta taxa de pobreza e falta de saneamento basico
contribuem para a alta prevaléncia da criptosporidiose nesse continente (BAMAIYI,
REDHUAN, 2016; SQUIRE; RYAN, 2017).

O género Cryptosporidium é um dos patdogenos mais comuns responsaveis
por morbidade e mortalidade significativa em paciente com HIV/AIDS. Segundo
Wang et al. (2018), apesar do uso da terapia antiretroviral, as taxas de infecgao pelo
parasito ainda sao altas e representam até um ter¢co dos casos de diarreia nestes
pacientes. Por meio de revisdo sistematica e metanalise a prevaléncia geral
estimada para Cryptosporidium sp. em pacientes HIV/AIDS foi de 14% (WANG et al.,
2018).

Na Nigéria, ao analisarem estudos provenientes de 20 estados desse pais,
Karshima e Karshima (2020) encontraram prevaléncia de 14,5% (IC 95% 10,4% -
19,9%) para criptosporidiose em pacientes com HIV/AIDS através de uma revisao
sistematica e metanalise. Segundo os autores, a espécie responsavel pela maioria

das infecgdes foi Cryptosporidium hominis (3,5%, 1C 95% 2,3% - 5,2%).

Um estudo retrospectivo conduzido em individuos de zero a 15 anos no
estado de Borno, na Nigéria, obteve uma prevaléncia total de 42,9% através da
microscopia associadas a técnicas de coloragdo (ANIESONA; BAMAIYI, 2014).
Samra et al. (2012) obtiveram prevaléncia de 12,2% ao analisarem 442 amostras
fecais de criancas menores de cinco anos em quatro provincias da Africa do Sul. A
caracterizagdo genética realizada em 25 amostras neste estudo, pela técnica de
PCR-RFLP, identificou Cryptosporidium hominis (19/25) como a espécie mais
frequente, sendo ainda relatada a infecgéo por Cryptosporidium meleagridis em uma

crianga.
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Berhe et al. (2018) realizaram um estudo no norte da Nigéria para determinar
a prevaléncia de protozoarios associados a alimentos em 223 pacientes com diarreia
aquosa, encontrando prevaléncia de 2,2% (5/223) para Cryptosporidium sp. através
de esfregagos corados por Ziehl-Neelsen. Segundo os autores, a maior proporgao
de infecgéo por protozoarios foi em individuos do sexo masculino, na faixa etaria de
15-24 anos. Uma associagao estatistica significativa observada foi entre a auséncia

do uso de descontaminantes para saladas e frutas e a positividade.

Delahoy et al. (2018) em um estudo no Quénia, analisando dados de criangas
apresentando diarreia, obtiveram prevaléncia de 11% (195/1778), sendo a infec¢ao
mais frequente em criangas menores de um ano, com pico de infeccao presente
entre 6-11 meses da idade. Quando comparados com criangas maiores de dois anos,
criangas menores de um ano tiveram o triplo de chance de se infectarem pelo

parasito.

A transmissao deste parasito pode ocorrer de forma direta ou indireta. A
transmissdo direta ocorre via fecal-oral por ingestdo acidental de oocistos apos
excrecdo dos mesmos nas fezes de outros animais para outros animais, de outro
animal para humano ou vice-versa e entre humanos. A transmissdo entre humanos
€ muito comum em piscinas, parques aquaticos, creches, hospitais e durante o sexo
oroanal (PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018). Ja a transmissao indireta esta associada
principalmente a ingestdo de agua com oocistos esporulados, a ingestdo de
alimentos contaminados, fémites como roupas e sapatos expostos a fezes
contaminadas de humanos ou outros animais e por contaminagdo ambiental seguida
por ingestdao (PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018).

A infecgao por este género esta associada a baixa dose infectante, sendo os
oocistos liberados ja esporulados. Dessa forma, ndo necessitam de maturagao
externa, apresentam resisténcia a condigdes adversas, tendo facil dispersdo no
ambiente (DEL COCO et al., 2009).

O primeiro e maior surto de transmissao hidrica de criptosporidiose ocorreu
em 1993, em Milwaukee, Estados Unidos da América, no qual foi estimada a
infeccdo de 403 milhdes de pessoas com quadro de diarreia aquosa apos a
passagem dos oocistos pelo sistema de filtracdo de agua da cidade (MACKENZIE et

al.,1994). Durante o periodo de 2009-2017 agentes de saude publica relataram 444



31

surtos de criptosporidiose em 40 estados dos Estados Unidos da América e em
Porto Rico, resultando em 7.465 casos. Em 56,7% dos casos, a infec¢cdo estava
associada a exposicdo a aguas recreacionais, outras exposi¢gdes predominantes
foram contato com gado e contato com pessoas infectadas em creches sendo
responsaveis por 14,6% e 12,8% dos casos, respectivamente (GHARPURE et al.,
2019).

Segundo Baldursson e Karanis (2011), durante os anos de 2004-2010, o
parasito foi responsavel por 60,3% dos surtos causados por protozoarios por meio
de veiculagao hidrica. Em 2017, Efstratiou et al. relataram que dentre 381 surtos
determinados por protozoarios transmitidos por agua, no periodo de 2011-2016,

63% tiveram como etiologia Cryptosporidium spp.

No ano de 2010, em Ostersund, Suécia, 45% dos habitantes foram afetados
pela criptosporidiose veiculada a transmissao hidrica. Uma investigacdo conduzida
em amostras fecais de pacientes com gastroenterite, por meio de esfregacos fecais
corados por Ziehl-Neelsen e pela PCR-RFLP, constatou que a espécie envolvida foi

Cryptosporidium hominis (Winderstrom et al., 2014)

No Reino Unido, Chalmers et al. (2011) submeteram 3.030 amostras positivas
para Cryptosporidium sp. a analise molecular utilizando a técnica de PCR-RFLP. As
espécies detectadas foram Cryptosporidium parvum (1.506/3.030), Cryptosporidium
hominis (1.383/3.030), Cryptosporidium meleagridis (26/3.030), Cryptosporidium felis
(8/3.030) e Cryptosporidium cuniculus (37/3.030). Nesse estudo, os autores
observaram que a faixa etaria de pacientes acometidos pela espécie
Cryptosporidium cuniculus era mais ampla do que das espécies Cryptosporidium
parvum e Cryptosporidium hominis, sendo as ultimas mais frequentes em pessoas

mais jovens.

No Canada, em Ontario, Guy et al. (2021) analisaram 169 amostras positivas
para Cryptosporidium sp. através da nested-PCR aliada ao sequenciamento. As
espécies com maior positividade foram Cryptosporidium parvum (91/169) e
Cryptosporidium hominis (24/169), respectivamente. Outras espécies como
Cryptosporidium  muris,  Cryptosporidium felis,  Cryptosporidium  ubiquitum,

Cryptosporidium meleagridis e Cryptosporidium cuniculus também foram relatadas.
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As espécies de Cryptosporidium relacionadas com formas endémicas e
epidémicas s&o Cryptosporidium hominis de transmissdo antropondtica e
Cryptosporidium parvum de transmissao zoondética, sendo ambas responsaveis por
90% dos casos de criptosporidiose em humanos (CACCIO; POZIO, 2006).

2.5.2 - CRIPTOSPORIDIOSE NO MUNDO EM OUTROS ANIMAIS

Cryptosporidium spp. pode infectar espécies de mamiferos, peixes, répteis,
anfibios e aves, sendo amplamente reconhecido como um patdégeno de animais de
producdo, domésticos e de vida livre. A distribuicio e a prevaléncia da
criptosporidiose em gado domesticado € amplamente documentada, sendo a
espécie Cryptosporidium parvum encontrada mundialmente (FAYER, 2004). As
maiores prevaléncias sdo em bezerros lactantes, pois os mesmos s&o mais
suscetiveis a morbidade e sao importantes na contaminagdo ambiental pela
liberagdo macica de oocistos (FAYER, 2004). Na regido peninsular da Malasia, Yap
et al. (2016) obtiveram positividade de 3,2% (7/215) em amostras de gado de
fazenda, pela técnica de nested-PCR, sendo encontradas as espécies

Cryptosporidium bovis (2/215) e Cryptosporidium ryanae (5/215).

Ehsan et al. (2015) ao realizarem um estudo em regides rurais de Bangladesh,
obtiveram positividade de 5% (31/623) ao analisarem amostras fecais de bezerros
por ensaios de imunofluorescéncia. Ao executarem a PCR em algumas das
amostras positivas, as espécies encontradas foram Cryptosporidium parvum,

Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium bovis.

Feng e Xiao (2017), em um artigo de revisdo, encontraram prevaléncia variavel
entre 3,5%-47,7% em bezerros leiteiros pré-desmamados de diferentes localidades
da China, sendo as espécies Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium bovis
frequentemente documentadas. Além disso, também houve relato de infecgdo por
Cryptosporidium ryanae e Cryptosporidium andersoni. Ao analisarem estudos com
roedores como uma possivel fonte de transmissdo de Cryptosporidium parvum para

bezerros, a prevaléncia geral para criptosporidiose variou entre 7,8% a 32%.

Além dos bezerros, ja foram documentados achados similares em outros

ruminantes jovens, como ovelhas, cabras e ruminantes exdticos (FAYER, 2004).
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Khezri e Khezri (2013) analisaram 1.200 amostras fecais de carneiros e cabritos com
idade de um a seis meses na provincia de Curdistdo, no Ird. Oocistos de
Cryptosporidium spp. foram encontrados em 10,24% dos carneiros e 18,86% dos
cabritos utilizando esfregagcos corados por Ziehl-Neelsen modificado, sendo
observadas maiores taxas de infecgdo em animais com diarreia e nos trés primeiros
meses de vida. No mesmo pais, uma revisao sistematica e metanalise realizada com
estudos contemplando diversos hospedeiros relatou prevaléncia de 7,5% em aves,
20,8% em roedores, 19,5% em cavalos, 14,4% em bovinos, 8,4% em camelos, 4,9%
em cées e 9,1% em ovelhas (HAGHI et al., 2020).

Na lItalia, ao investigarem ovelhas de quatro provincias de Sardenha, Dessi et
al. (2020) evidenciaram prevaléncia de 10,1% (92/915) por esfregagos corados por
Ziehl Neelsen modificado. Ao realizarem a analise molecular nas amostras positivas
por microscopia, foi evidenciada a infeccdo por Cryptosporidium parvum e

Cryptosporidium ubiquitum.

Em Zara, na Nigéria, a prevaléncia total obtida ao analisarem 890 amostras
fecais de aves foi de 7,4% (65/890) através de esfregagos corados por Safranina

azul de metileno e auramina fenol (BAMAIYI1 et al., 2013).

Nos Estados Unidos, na regido do Noroeste Pacifico, Li et al. (2020)
encontraram prevaléncia de 13,8% (70/506) por ensaio de imunofluorescéncia em
amostras fecais de diversos animais silvestres residindo proximo a uma bacia
hidrografica, tendo sido documentada a infec¢cdo pelas espécies Cryptosporidium

felis, Cryptosporidium canis e Cryptosporidium ubiquitum.

Taghipour et al. (2020), em uma revisdo sistematica e metanalise sobre
prevaléncia mundial da criptosporidiose em cées, relataram taxa de 8% (IC 95% 5%-
11%) pela microscopia, 7% (IC 95% 4%-10%) por detecgédo de coproantigenos e 6%
(IC 95% 4%-9%) por métodos moleculares. As analises moleculares revelaram que
as espécies mais prevalentes nesse grupo de animais foram Cryptosporidium canis

e Cryptosporidium parvum.

Mahmoudi et al. (2017), em revisao sobre o tema, identificaram prevaléncia
de 3,8-7% em cées e 3,8-100% em gatos na China, 11,7-39,7% em gado na india,
0,93-35,13% em aves no Japado e de 34% em galinhas na Turquia. Os autores

evidenciaram uma diversidade de espécies infectando outros animais, que n&o
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humanos e relacionaram essa diversidade a versatilidade, adaptabilidade e sucesso
na colonizagdo de animais hospedeiros e na diversificacdo e propagacéo de sua

progénie.

Wang et al. (2020) em uma revisdo sistematica e metanalise obtiveram
prevaléncia de 12,2% (4.349/ 30.404) em porcos de diversas regides da China. No
Japao, El-Alfy e Nishikawa (2020), por meio de uma revisao sistematica, relataram
prevaléncia variavel de 1,3%-100% em gado, 0,4%-47,7% em porcos, 0,3%-31,6%
em caes e gatos, 3,3%-38% em roedores e coelhos. As espécies Cryptosporidium
parvum e Cryptosporidium muris foram relatadas infectando gado e roedores,
enquanto Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium bovis e Cryptosporidium
ryanae infectaram apenas bovinos. Cryptosporidium canis e Cryptosporidium felis

foram evidenciadas em cées e gatos, respectivamente.

2.5.3- CRIPTOSPORIDIOSE NA AMERICA LATINA EM HUMANOS

Em paises como Costa Rica, Brasil e Argentina, a criptosporidiose € uma
grande preocupagdo devido ao aumento do numero de casos em individuos
imunocomprometidos e em criangas (PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018). No México,
Quihui-Cota et al. (2017) realizaram um estudo em trés creches e duas escolas na
regidao de Cananea, Sonora. Foram analisadas 173 amostras fecais de criangas com
idades entre dois a oito anos, obtendo positividade em 27% (47/173) pelos
esfregacos corados por Kinyoun. Neste mesmo pais, Leach et al. (2000) analisaram
279 amostras sorologicas provenientes de criangcas de seis meses até 13 anos por
ELISA. A prevaléncia geral obtida foi 70,2% (196/279), sendo as maiores taxas as
de criangas que viviam em colbnias (93/105) e em uma comunidade urbana da
fronteira Texas-México (53/65). De acordo com a analise univariada realizada pelos
autores, ser residente dessas areas foi considerado um fator de risco para infecgao

pelo parasito, assim como a baixa renda familiar e o contato com animais.

No Peru, Silva-Diaz et al. (2016) avaliaram a frequéncia de infec¢do por
coccidios intestinais em 325 criangcas com idades de seis meses a dez anos
atendidas em um hospital na cidade de Chiclayo. Os autores obtiveram positividade
para este parasito de 3,7% (12/325) pela técnica de ELISA e de 3,4% (11/325) pela
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coloragao, observando indice de concordancia de Kappa de 0,955. Nesse estudo

nao foi realizada a identificagcdo de espécie.

Laubach et al. (2004) analisaram amostras de criangas com idades entre zero
a cinco anos residentes em duas vilas na cidade de Lake Atitlan, Guatemala. A
positividade obtida no estudo foi de 32% (32/100) através dos esfregacos corados
por Kinyoun modificado. Também foi observado que a faixa etaria mais acometida

foi de dois a cinco anos e o sexo feminino apresentou a maior taxa de prevaléncia.

Chacin-Bonilla et al. (2008) conduziram um estudo de fatores de risco para
criptosporidiose na ilha de Sao Carlos, na Venezuela encontrando prevaléncia de
13% (67/515) através de esfregagcos corados por Ziehl-Neelsen modificado. Os
fatores de risco associados com a infecgao por Cryptosporidium sp. foram condigcéo
socioecondmica baixa, condi¢gbes sanitarias precarias e uso de agua proveniente de

POGOS.

Na Colémbia, Arango et al. (2006) realizaram um estudo com criangas de um
més até 13 anos em um hospital em Arauca. A positividade obtida foi de 46,8%
(81/173) por meio de esfregagcos corados por Ziehl-Neelsen, sendo a maior
frequéncia de Cryptosporidium spp. em criangas que frequentavam creches. Neste
mesmo pais, Botero et al. (2003) encontraram prevaléncia de 3,6% (4/111) em
pacientes imunocomprometidos de varias faixas etarias por esfregacos corados por

Ziehl-Neelsen modificado.

No Brasil, em Santa Catarina, Schnack et al. (2003) avaliando
enteropatogenos em 94 criangas com diarreia com menos de cinco anos de um
Centro de Saude de Criciuma-SC evidenciaram positividade em 85,1% (80/94) das
criangas por meio de ELISA. No mesmo estado, na cidade de Lages, De Quadros e
De Lima Miguel (2018) investigaram a presenga do parasito em 93 amostras fecais
provenientes de idosos residentes em instituicbes de longa permanéncia. A
prevaléncia encontrada foi de 6,45% (6/93) através de esfregagos corados por Ziehl-

Neelsen.

No municipio do Rio de Janeiro-RJ, Silva et al. (2003), avaliaram 485
amostras de fezes de criangas com diarreia ou histéria de quadro clinico diarreico

em menores de dez anos submetidas a pesquisa de rotavirus, utilizando a técnica
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de Ritchie modificada e coradas pela safranina a quente e Kinyoun modificado a frio,

e evidenciaram parasitismo em 3,3% (16/485) sem associagao com rotavirus.

Em Minas Gerais, Oliveira-Silva et al. (2007) analisaram 359 amostras fecais
de pacientes infectados por HIV e encontraram oocistos do parasito em 31 amostras

pelo esfregaco fecal corado por Ziehl-Neelsen.

Em 2016, Peralta et al. analisaram 89 e 132 amostras de pacientes infectados
por HIV de hospitais do Rio de Janeiro, Brasil e de Buenos Aires, Argentina. Em
relacdo as amostras do hospital do Rio de Janeiro, os autores obtiveram positividade
de 26/89 pela microscopia e Taqg Man PCR (Polymerase Chain Reaction). Ja nos
pacientes de Buenos Aires, 15 de 132 foram diagnosticados com Cryptosporidium
spp. pela Tag Man PCR e nested-PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Em ambos grupos houve identificagdo de infecgbes simples por

Cryptosporidium hominis, Cryptosporidium parvum e infecgdes mistas.

2.5.4 - CRIPTOSPORIDIOSE NA AMERICA LATINA EM OUTROS ANIMAIS

No Chile, Munoz et al. (2014) obtiveram positividade de 57,9% e 55,6% em
bezerros de fazenda leiteira, utilizando as coloragdes de Ziehl-Neelsen e Auramina,
respectivamente. Na Argentina, De Felice et al. (2020) encontraram prevaléncia de
9% (47/520) em leitdes de 13 fazendas utilizando a coloragdo de Ziehl-Neelsen
modificado. Dentre as amostras positivas, 15 foram sequenciadas e as espécies
encontradas foram Cryptosporidium suis (3) e Crytosporidium scrofarum (4) e quatro

infeccdes mistas.

Lopez-Urbina et al. (2011) obtiveram prevaléncia de 13% (666/5.163) para
criptosporidiose em alpacas recém-nascidas em sete regides do Peru, através da
realizacado de esfregagos corados por Ziehl-Neelsen modificado. Gémez-Couso et al.
(2012) investigaram a presencga do parasito em 274 amostras fecais coletadas de
alpacas em 12 rebanhos no Peru, obtendo positividade de 4,4% (12/276) para
Cryptosporidium sp. por microscopia de imunofluorescéncia, PCR e sequenciamento.
O parasito s6 foi identificado em trés amostras, sendo Cryptosporidium parvum

identificado em duas e Cryptosporidium ubiquitum em uma amostra.
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Na Colémbia, Santin et al. (2006) relataram pela primeira vez a presenca do
parasito em gatos na cidade de Bogot4, encontrando prevaléncia de 11% (5/46) para
Cryptosporidium felis e 2% (1/46) para Cryptosporidium muris, através da nested-
PCR. No mesmo pais, Pulido-Medellin et al. (2014) obtiveram prevaléncia de 48%
(48/100) em bovinos através da coloragdo de Ziehl-Neelsen em esfregacos fecais.
Os autores reportaram dois principais fatores de risco associados a liberacdo de

oocistos: a presenca de diarreia e ter menos de 12 meses de idade.

Neto et al. (2020), em um estudo com amostras provenientes de 138 gatos
domeésticos no estado de Sao Paulo, encontraram positividade em 13 (9,4%) animais
ao combinar técnicas microscoépicas, ELISA e nested-PCR. O sequenciamento de
sete amostras mostrou similaridade genética de 99% com a espécie Cryptosporidium

felis.

Paz e Silva et al. (2014) analisaram 100 amostras de ovelhas de uma fazenda
de Tupi Paulista, nordeste do estado de Sao Paulo, obtendo positividade de 25%
(25/100) para Cryptosporidium spp. por ensaio imunoenzimatico e RFLP. Em Lavras
e Vigosa, no estado de Minas Gerais, Figueiredo et al. (2004) realizaram a deteccéo
de oocistos de Cryptosporidium parvum através de ELISA em 269 amostras fecais

de caes saudaveis, onde cinco amostras foram positivas.

Bomfim et al. (2005) coletaram 105 amostras de cabras leiteiras de
propriedades na regido serrana do Rio de Janeiro, encontrando positividade de 4,8%
(5/105) em cabras juvenis (até um ano de idade), pelo esfregago fecal corado por
Safranina-Azul de metileno. Novaes et al. (2018) encontraram positividade de
10,58% (9/85) por microscopia e por nested-PCR em amostras provenientes de

passaros de um aviario localizado na cidade do Rio de Janeiro.

Cruvinel et al. (2020) em um estudo realizado em oito estados do Brasil,
obtiveram uma prevaléncia de 50,41% (182/361) em gado leiteiro através da
coloracédo de verde malaquita. No Mato-Grosso, Pacheco et al. (2020) investigaram
a presenga do parasito em 237 amostras de bezerros de corte pela nested-PCR,
com positividade de 21,2% (50/237). Apos o sequenciamento, foram encontradas 27
amostras positivas para Cryptosporidium bovis, 12 para Cryptosporidium parvum e

11 para Cryptosporidium ryanae.
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3- REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

Revisdes sistematicas sdo um tipo de investigacao cientifica que sintetizam
os resultados de investigagbes multiplas primarias utilizando métodos que limitam
viés e erros aleatorios, além de critérios explicitos e reproduziveis na selecao de
artigos para revisdo (MULROW, 1987; COOK et al., 1995). Uma revisdo sistematica
€ realizada para responder uma questéo clinica restrita, sendo a questado central
baseada em variaveis como: populagao, condicdo de interesse, exposicdo e um ou
mais desfechos especificos (RICHARDSON et al., 1995; COOK et al., 1997).

Esse tipo de investigacdo contribui para resumir dados existentes, refinar
hipoteses, estimar tamanhos amostrais e definir pesquisas futuras. As caracteristicas
dos estudos sdo avaliadas, os dados sado sintetizados e os resultados sé&o
interpretados (COOK et al., 1997).

Quando os resultados dos estudos primarios sdo sintetizados, mas nao
estatisticamente analisados, temos uma revisao sistematica qualitativa. Quando uma
revisdo sistematica utiliza métodos estatisticos para combinar os resultados dos
estudos, a mesma é denominada revisdo sistematica quantitativa ou metanalise, a
qual se refere a um processo de integragdo dos resultados de muitos estudos para
chegar na sintese da evidéncia (COOK et al., 1997; NORMAND, 1999).

A representacado grafica de uma metanalise é obtida através do grafico de
floresta ou forest plot. Esta representacdo permite a visualizacdo rapida da
informacado dos estudos individuais analisados, representando a variagdo entre os
resultados e uma estimativa geral de todos os estudos juntos (LEWIS; CLARKE,
2001).

Para melhorar a acuracia de revisbes sistematicas e metanalises torna-se
importante analisar a qualidade dos estudos a serem inseridos. O método Grading of
Recomendations Assessment, Developing and Evaluation (GRADE) tem sido
utilizado para avaliagdo da qualidade dos estudos incluidos neste tipo de pesquisa
(GALVAO; PEREIRA, 2015). Através de um sistema de pontuagdo por critérios
estabelecidos, a qualidade da evidéncia pode ser classificada em: alta, moderada,
baixa ou muito baixa. A qualidade da evidéncia reflete diretamente na confiabilidade
dos resultados apresentados. Se apenas artigos de alta qualidade forem utilizados,

entende-se que o efeito observado ou obtido ndo sofrera modificagdes futuras,
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enquanto o uso de publicagdes consideradas com qualidade baixa podera ter
modificacdo em suas estimativas com a publicacdo de novos estudos (GALVAO;
PEREIRA, 2015)

No estudo de metandlise, ha dois modelos de analise que podem ser
adotados: o modelo de efeitos fixos e 0 modelo de efeitos aleatorios. O modelo de
efeitos fixos parte do principio que o efeito de interesse € o0 mesmo em todos os
estudos e considera que a variabilidade ocorrida entre os estudos foi ao acaso,
ignorando a heterogeneidade entre os mesmos. Ja o modelo de efeitos aleatorios
parte do principio que o efeito de interesse ndo € o mesmo em todos os estudos,
incorporando a heterogeneidade entre os mesmos nos resultados (DE SOUZA;
RIBEIRO, 2009, DOS SANTOS; CUNHA, 2013).

A heterogeneidade em revisbes sistematicas e metanalises consiste na
diferenca entre os resultados dos estudos em relagdo a estimativa de efeito e pode
ter como causa a heterogeneidade clinica ou metodoldgica, a escolha inadequada
do efeito de tratamento ou pelo acaso, sendo essencial para a avaliagao do grau da
confianga dos resultados obtidos. A identificagdo da heterogeneidade pode ser
realizada através da aplicacdo de testes estatisticos, como o teste Q de Cochran e
Estatistica I (DOS SANTOS; CUNHA, 2013).

Para interpretacdo dos valores da estatistica 1, sdo seguidos os critérios
propostos por Higgins et al. (2003) onde valores proximos a 25% indicam
heterogeneidade baixa, enquanto valores proximos a 50% e valores préximos ou

acima de 75% indicam heterogeneidade moderada e alta, respectivamente.
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4- OBJETIVOS

4.1- OBJETIVO GERAL

e Determinar diversidade e prevaléncia de espécies de Cryptosporidium na
Ameérica Latina em humanos e outros animais por meio de revisédo sistematica e

metanalise.

4.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Quantificar as espécies de Cryptosporidium spp. identificadas na Ameérica

Latina em humanos e outros animais;

° Identificar a prevaléncia combinada de infeccdo por Cryptosporidium em

humanos na América Latina por metanalise;

° Identificar a prevaléncia combinada das espécies de Cryptosporidium

relatadas em humanos na América Latina por metanalise;

° Quantificar as espécies de Cryptosporidium em humanos por pais na América
Latina;
° Identificar a prevaléncia combinada das espécies de Cryptosporidium

relatadas em outros animais na América Latina por metanalise;

° Quantificar as espécies de Cryptosporidium em outros animais por pais na

América Latina.

e Analisar a distribuicao de espécies de Cryptosporidium entre animais, excluindo

humanos, na América Latina.
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5- MATERIAIS E METODOS
5.1- RECUPERAGCAO DE ESTUDOS CIENTIFICOS EM BASES DE DADOS

No periodo de julho a outubro de 2019, foi realizada uma busca sistematica de
artigos cientificos sobre espécies do género Cryptosporidium em humanos e outros
animais na América Latina. Os descritores foram utilizados em inglés, uma vez que a
maioria dos periodicos tem como obrigatoriedade resumos e palavras-chave nesta
lingua, sendo os descritores fixos: “Cryptosporidium” e “species” combinados com o
nome de cada pais pertencente a América Latina, os quais foram: “Brazil”,
“‘Argentina”, “Bolivia”, “Chile”, “Colombia”, “Costa Rica”, “Cuba”, “Ecuador”’, “El
Salvador’, “Guatemala”, “Haiti”, “Honduras”, “Mexico”, “Nicaragua”, “Panama’,

“Paraguay”, “Peru”, “Dominican Republic’, “Uruguay” e “Venezuela”.

As bases de dados utilizadas para a busca sistematica foram PubMed, LILACS
(Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e SciELO

(Scientific Eletronic Library Online).

5.2 - CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os artigos cientificos recuperados nas bases de dados utilizadas foram
identificados a partir de informacgdes técnicas, leitura de titulo e resumo dos estudos,

sendo triados e avaliados de acordo com a presencga dos critérios de elegibilidade.
Critérios de inclusdo na revisao sistematica e metanalise foram:

e Artigos publicados em peridédicos nacionais e internacionais no periodo de
1999 a 2019, sendo o ano de inicio da revisao estabelecido a partir da data
de publicacéo do protocolo de identificagao de espécies do parasito.

e Artigos publicados nos idiomas portugués, inglés e espanhol.

e Artigos publicados cujo estudo foi realizado em paises pertencentes a
América Latina.

e Artigos que identificavam a espécie do género Cryptosporidium.
Os critérios de excluséo utilizados foram:

e Revisoes, dissertacdes, teses, monografias e outros tipos de manuscrito.
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Artigos n&o publicados em portugués, inglés e espanhol.

Artigos de reviséo sistematica ou infecgado experimental.

Artigos cujo estudo ndo foi realizado em paises pertencentes a América
Latina.

Artigos que nao identificavam a espécie do género Cryptosporidium.

Apos leitura dos resumos, os artigos que atenderam os critérios estabelecidos,

foram obtidos na integra, lidos e analisados, sendo considerados apenas aqueles

gue se enquadram nos objetivos da presente metanalise.

5.3- CONSTRUCAO DO BANCO DE DADOS

A leitura de todos os artigos incluidos foi realizada por um avaliador, havendo

consulta de um segundo avaliador nos artigos onde n&o havia clareza das

informacdes definidas para a constru¢cao dos bancos de dados. Apds a leitura dos

estudos elegiveis recuperados de paises da América Latina, foram construidos dois

bancos de dados no programa Microsoft Excel®, um para humanos e outro para

outros animais, sendo que ambos continham as informacgdes:

Ano de publicagao do artigo

Autores - nome dos autores dos artigos

Pais - pais da América Latina onde o estudo foi realizado

Sintomatologia — sinais e sintomas relatados nos participantes do estudo
Numero amostral - quantidade de individuos inseridos no estudo

Numero total de positivos — numero de individuos que participaram e

apresentaram positividade

Numero total de individuos com diarreia/numero de positivos com diarreia

Positividade por técnica - o numero de individuos positivos de acordo com

cada técnica utilizada

Total de positivos por espécie
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e Total de individuos com coinfecgao

No banco de dados referente aos estudos com humanos, além das categorias

acima, foram obtidas as seguintes informacdes referentes a:

Populagao/categoria

Idade - a faixa etaria para criancas e adolescentes foi definida de acordo com
o Art. 2 da lei N° 8.069 de 13 de julho de 1990, onde considera-se crianga a
pessoa até 12 anos incompletos e adolescente entre 12 e 18 anos de idade
(BRASIL, 1990). A faixa etaria para os adultos foi definida entre 19 anos e 59
anos e 11 meses. Para os idosos, considerou-se como idoso o individuo com
idade igual ou superior a 60 anos, de acordo com o Art. 1 da lei N° 10.741 de
1° de outubro de 2003 (BRASIL, 2003).

Total de pacientes HIV/imunocomprometidos/ numero de positivos para
pacientes HIV/imunocomprometidos

Total de criangas/ numero de positivos para criangas

Total de individuos por sexo/ numero de positivos por sexo

Amostras diarreicas - quantidade de amostras diarreicas obtidas no estudo/
positividade das amostras diarreicas

Fatores de risco - contato com criangas, presenca de pets, consumo de

verdura crua, beber agua da torneira

Com relagao ao banco dos animais, foram compiladas as informacdes adicionais:

e Espécie/ordem animal

e Categoria:

m Animais de produgéo - foram considerados como aqueles que fornecem
produtos para o consumo humano, tais como bovinos; suinos; equideos,
ovinos; caprinos e aves como perus, galinhas, patos, avestruz (IBGE,
2018).

m Animais de estimagdo - segundo o IBGE (2007), considera-se como
animal de estimagéo (cdo ou gato) aquele que vive no domicilio e com

idade superior ou igual a dois meses.
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m Outros - animais de companhia exéticos, roedores, animais silvestres e

animais silvestres ou selvagens em cativeiro.
e Total de animais jovens/ positividade nos animais jovens

e Total por faixa etaria/ positividade por faixa etaria
5.4 - AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ARTIGOS CIENTIFICOS

Para avaliagdo da qualidade dos artigos cientificos, foi elaborado um
procedimento baseado no método Grading of Recomendations Assessment,
Developing and Evaluation (GRADE) (GALVAO; PEREIRA, 2015), que consistiu na
atribuicdo de uma pontuagcdo a partir da presenga ou auséncia de critérios pre-
estabelecidos (HOPPEN et al., 1996)(Quadro 2). A cada critério identificado no
estudo foi atribuido o valor de um ponto. Ao final, os pontos conferidos foram
somados, sendo considerado como RUIM, os artigos que pontuaram de zero a um
ponto; BOM, artigos com pontuacéo de dois a trés pontos e OTIMO, com pontuagdo

de quatro a seis pontos.

Quadro 2 - Critérios e pontuacao utilizados para avaliagdo da qualidade dos artigos

utilizados na revisao sistematica sobre criptosporidiose na América Latina

Critério Parametros Pontuacéao
Consisténcia nos resultados | Relagao direta resultado com objetivo 1
Consisténcia entre numero amostral
metodologia e do resultado
Clareza exposicao de resultados
Desenho experimental Modelo de pesquisa 1
Relevancia da metodologia
Calculo amostral Calculo estatistico para definicdo da 1
amostra
Fatores de risco com analise Explicitar analise de risco 1
de Odds Ratio
Numero amostral <30 Amostra minima global do estudo 1
Teste estatistico Explicitagcdo na metodologia de testes 1
estatisticos e apresentacao nos
resultados

5.5 - ANALISE DOS DADOS PARA METANALISE E CONSTRUGCAO DOS MAPAS

Os dados armazenados em Microsoft Excel® foram analisados pelo programa

de linguagem computacional R para o calculo de prevaléncia combinada. Em
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metanalise, um efeito combinado € uma média ponderada dos tamanhos dos efeitos
observados a nivel dos estudos (PATHAK et al., 2019). Utilizou-se os modelos de
efeitos aleatodrios e o de efeitos fixos para identificacdo de qual geraria dados mais
robustos sobre a prevaléncia. Os graficos de floresta gerados utilizaram um intervalo
de confianga de 95%. A heterogeneidade entre os estudos foi avaliada pelo indice I2.
Para interpretacdo do indice de heterogeneidade utilizou-se os parametros
propostos por Higgins et al. (2003).

Os mapas de representagdo da distribuicdo geografica das espécies de
Cryptosporidium spp.na América Latina por pais foram construidos a partir do
programa Adobe® Photoshop CC 2020 com mesa digitalizadora One by Wacom.
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6 - RESULTADOS

A partir da busca realizada com os descritores em inglés, com énfase na
identificacao de espécies de Cryptosporidium na América Latina, foi recuperado um
total de 246 artigos, nas trés bases de dados. O total de artigos recuperados na
base PubMed foi de 160, enquanto na base SciELO e LILACS foram 52 e 34,

respectivamente.

O pais que apresentou 0 maior numero de estudos recuperados na busca foi o
Brasil (n=131), seguido pelo Peru (n=22), Venezuela (n=19) e Argentina (n=18)
(Tabela 1). Nao foi encontrado nenhum estudo dos paises: Paraguai, Panama e
Costa Rica.

Tabela 1 - Numero geral de artigos cientificos recuperados em trés bases de dados

com o uso dos descritores “Cryptosporidium” e “species” por pais da América Latina,
2019

Pais PubMed SciELO LILACS TOTAL
Venezuela 4 7 8 19
Uruguai 2 0 0 2

Republica Dominicana 1 0 0 1
Peru 19 3 0 22
Paraguai 0 0 0 0
Panama 0 0 0 0
Nicaragua 1 0 0 1
México 5 2 0 7
Honduras 1 0 0 1
Haiti 5 0 0 5
Guatemala 1 0 0 1
El Salvador 0 1 0 1
Equador 1 0 0 1
Cuba 2 2 1 5
Costa Rica 0 0 0 0
Colombia 10 3 1 14
Chile 9 3 3 15
Bolivia 2 0 0 2
Argentina 14 3 1 18
Brasil 83 28 20 131
TOTAL 160 52 34 246
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Apos a leitura dos resumos, 83 estudos considerados elegiveis foram obtidos na
integra e incluidos para analise. Dentre esses, 24 artigos foram excluidos, devido a
falta de estimativa de prevaléncia, descricao apenas de gendtipos e subtipos, nao
determinacao de espécie e auséncia de positividade para criptosporidiose (Figura 4).

Para construgcado dos bancos de dados foram utilizados 59 estudos.

246 artigos identificados
160 PubMed
52 SciELo
34 LILACS

Y

25 duplicatas removidas

Y
221 avaliados pelo titulo e resumo

162 artigos excluidos
Revisbes, ndo explicitagao dos
resultados por amostra

Y

Y
83 artigos obtidos na integra

24 excluidos por nao
determinag¢ao da prevaléncia,
| descricao apenas de genotipos e
"| subtipos, ndo determinagéo de
espécies e auséncia de
positividade para criptosporidiose.

\d

59 artigos incluidos na analise

Figura 4 - Fluxograma detalhando a selecdo de estudos elegiveis para revisdo
sistematica e metanalise referente a identificacdo das espécies de Cryptosporidium

sp. na América Latina, 2020
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Dos 59 artigos incluidos no estudo, 18 apresentavam informagdes sobre
hospedeiro humano e 41 informacgdes referentes a espécies de Cryptosporidium em

outros animais (Tabela 2).
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Tabela 2 - Identificagdo e informagdes sobre origem amostral, espécies encontradas e técnicas de diagnéstico dos estudos
incluidos na revisao sistematica e metanalise sobre espécies de Cryptosporidium na América Latina, 2020

Numero de  Diagnostico por Diagnéstico por  Selegao de amostras Amplificacdo de amostras

N° Referéncia Pais  Origem amostral Espécies especies MICTOSCOPIA ) |SA associado a para analise submetidas a analise
encontradas  encontradas associado a
molecular molecular molecular
no estudo molecular
. Animais de
1 Aquino et al. Brasil producao C. parvum e C. 2 Nao Nao Nao Parcial
(2015) ryanae
(Bezerros)
2 Assisetal (2013) Brasil Humana C. parvum 1 Sim Nao Nao Parcial
~ Animais de
3 Avendafio et al. Colémbia produgéo C. parvum e C. 2 Sim Nao Sim Total
(2018) bovis
(Bezerros )
Bushen et al. , C. parvum e C. . ~ .
4 (2007) Brasil Humana hominis 2 Sim Nao Sim Total
C. parvum, C.
Cama et al hominis, C. felis,
5 ) Peru Humana C. meleagridis, 6 Sim Nao Sim Parcial
(2007) !
C. canise C.
suis
C. parvum, C.
6 Cama etal.(2008) Peru Humana  hominis, C. felis, 5 Sim N30 Sim Parcial
C. meleagridis,
C. canis
L C. parvum, C.
Coelho et al. . Amma|s~de bovis, C. ~ ~ ~ .
7 Brasil producao ; 4 Nao Nao Nao Parcial
(2016) . andersoni e C.
(Varios grupos)
ryanae
Couto et al Animais de C. parvum, C.
8 ’ Brasil producao andersoni e C. 3 Sim Nao Sim Parcial
(2014)
(Bezerros) ryanae
Cunha et al. . Animais de  C. meleagridis e ~ . ~ .
9 (2018) Brasil producéo (Aves) C. baileyi 2 Nao Nao Nao Parcial
Animais de
10 David et al. (2015) Brasil estimacgao C. canis 1 Nao Nao Nao Total

(Caes)
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Tabela 2 - Identificagdo e informagdes sobre origem amostral, espécies encontradas e técnicas de diagndstico dos estudos

incluidos na revisao sistematica sobre espécies de Cryptosporidium na América Latina, 2020 (continuagéo)

Numero de Diagnéstico por . i = e
Espéci . . Diagnéstico por  Selecdo de amostras Amplificagcao de
o . , . spécies microscopia . " )
N Referéncia Pais Origem amostral . ELISA associado a para analise amostras submetidas
encontradas encontradas  associado a o »
molecular molecular) a analise molecular
molecular
Diaz-Lee et Animais de
11 Chile producao C. parvum Sim Nao Sim Total
al.(2011)
(Bezerros)
Ewald ef al Animais de C. parvum, C.
12 (2017) ' Brasil producao meleagridis e Nao Nao Nao Parcial
(Galinhas) C. baileyi
Ferrari et . . " C. parvum, C. . ~ . .
13 al.(2018) Brasil Animais exoticos galli e C. canis Sim Nao Sim Parcial
Animais de
14 Fiuza et al. (2010) Brasil producéo C. ubiquitum Nao Nao Nao Total
(Ovelhas)
Animais de
15 Fiuza et al. (2011) Brasil producdo (Gado C. andersoni Nao Nao Nao Total
leiteiro)
16 Gongalves et al Brasil Humana C. hominis Sim Nao Nao Total
(2006)
Heker et al Animais de
17 ' Brasil producéo C. cuniculus Sim Nao Nao Total
(2016)
(Coelhos)
Animais de C. parvum, C.
Homem et al. . ~ bovis, C. ~ ~ .
18 Brasil produgéo . Nao Nao Nao Total
(2012) andersoni e C.
(Bezerros)

ryanae
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Tabela 2 - Identificagdo e informagdes sobre origem amostral, espécies encontradas e técnicas de diagndstico dos estudos
incluidos na revisao sistematica sobre espécies de Cryptosporidium na América Latina, 2020 (continuagéo)

Numero de Diagndstico por

Diagndstico por Amplificacao de

. , . Espécies espécies microscopia . Selegédo de amostras .
(o)
N Referéncia Pais Origem amostral encontradas  encontradas  associado a ELISA associado a para anlise molecular amost,rgs submetidas
molecular a analise molecular
no estudo molecular
Huber et al Animais de
19 (2007) ’ Brasil estimacao C. felis 1 Sim Nao Nao Parcial
(Gatos)
C. parvum, C.
Lalonde et al. Republica hominis, C. . ~ ~
20 (2013) Dominicana Humana meleagridis e 4 Sim Néo Néo Total
C. canis
Lombardelli et al Animais de
21 (2019) " Argentina producao C. parvum 1 Sim Nao Sim Total
(Bezerros)

C. parvum, C. B
22 Lucca et al.(2009)  Brasil Humana hominis, C. 4 Nzo Nao Nzo Total
canis e C, felis

23 Meireles et al.

(2007) Brasil Animais exéticos  C. parvum 1 Sim Nao Nao Total
Meireles et al Animais de ¢ gg‘r/‘}/surg, ¢
24 ’ Brasil producéo T 4 Nao Nao Nao Parcial
(2011) andersoni e C.
(Bezerros)
ryanae
Mendonza et al Animais de
25 ’ México producéo C. parvum 1 Sim Nao Sim Total
(2018) :
(Cordeiros)
26 Mu(r12%z1 ?; al. Nicaragua Humana C. parvum 1 Nao Nao Nao Total
27 Nakamura ef al. Brasil Animais exoticos C. ga_/// € C. 2 Nao Nao Nao Parcial
(2014) baileyi
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Tabela 2 - Identificagdo e informagdes sobre origem amostral, espécies encontradas e técnicas de diagnéstico dos estudos

incluidos na revisao sistematica sobre espécies de Cryptosporidium na América Latina, 2020 (continuagéo)

Numero de - Diagnostico por Selegéo de Amplificacdo de amostras
o R . . Espécies espécies microscopia Diagnostico por ELISA ¢ P ¢ .
N Referéncia Pais Origem amostral X . amostras para submetidas a analise
encontradas encontradas associado a associado a molecular Jli lecul lecul
no estudo molecular analise molecular molecular
Neira et . C. parvum e . ~ ~
28 al.(2005) Chile Humana C. hominis 2 Sim Nao Nao Total
C. parvum,
Neira et al. . C. hominis, . " ~
29 (2012) Chile Humana C. muris e C. 4 Sim Nao Nao Total
meleagridis
Neira et al. . Animais de produgéao . ~ ~
30 (2005) Chile (Bovinos) C. parvum 1 Sim Nao Nao Total
31 Ne(gg fot)a" Chie  Animais exdticos  C. parvum 1 Sim N30 NZo Total
Ocampo et al. . . Animais de produgao = = ~
32 (2012) Colébmbia (Bezerros) C. parvum 1 Nao Nao Nao Total
C. parvum,
33 O“V((;'(r)?ee)t al Brasil Animais exoticos C. a/;dgrsom 3 Nao Nao Nao Parcial
meleagridis
34 2',“83?76; Brasil Animais exoticos C. parvum 1 Sim Nao Nao Parcial
. N = C. parvum, .
35 razeSivaet g  Animais deproducdo oy, Tc 3 sim Sim Nao Parcial
al. (2013) (Bovinos) !
andersoni
Paz e Silva et . Animais de produgédo C. parvum e = . .
36 al.(2014) Brasil (Ovehas) C. ubiquitum 2 N&o Sl Sim Total
Peralta et al. . C. parvum e . ~ ~
37 (2016) Argentina Humana C. hominis 2 Sim Nao Nao Total
Peralta et al. . C. parvum e . ~ ~ .
38 (2016) Brasil Humana C. hominis 2 Sim Nao Nao Parcial




53

Tabela 2 - Identificagdo e informagdes sobre origem amostral, espécies encontradas e técnicas de diagnéstico dos estudos

incluidos na revisao sistematica sobre espécies de Cryptosporidium na América Latina, 2020 (continuagao).

Numero de Diagndstico por .. i Selegéo de e
espécies microscopia Diagnastico por amostras Amplificaggo de
N° Referéncia Pais Origem amostral Espécies encontradas enccfntra das  associa ds a ELISA associado a ara analise amostras submetidas
molecular P a analise molecular
no estudo molecular molecular
39 Rolando et Brasil Humana C. parvum e C. hominis 2 Sim Nao Sim Parcial
al.(2012)
40 Rug(gzlgr101 ;Et al Brasil Animais exoticos C. serpentis 1 Nao Nao Nao Total
41 Sanchezetal oo Humana C. parvum, C. hominis e 3 sim N&o N3o Total
(2017) C. viatorum
Santana et al. . Animais de produgédo C. parvum, C. meleagridis = = ~ :
42 (2018) Brasil (Galinhas) e C. baileyi 3 Nao Nao Nao Parcial
44 Se(\ée(z) 1e 1t )a/. Brasil Animais exoticos C. serpentis 1 Nao Nao Nao Total
45 S"i‘;(") o )a" Brasil Animais exéticos C. galli e C. baileyi 2 N30 N30 N30 Parcial
Seva et Animais de estimagao
46 Brasil e de producéo (Varios C. andersoni e C. canis 2 Nao Nao Nao Total
al.(2010)
grupos)
Silva et . o o : ~ ~ ~
47 al.(2010) Brasil Animais exoticos C. galli 1 Nao Nao Nao Total
48 Silva et al. Brasil Animais exéticos C. muris, .C' Serp ent/.?', C. 4 Nao Nao Nao Parcial
(2014) tyzzeri e C. varanii
49 S”(\é%f é)a l Brasil Animais exéticos C. muris 1 Nao Nao Nao Parcial
50 Soldan et al. Peru Humana C. parvum e C. hominis 2 Sim Nao Nao Total

(2006)
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Tabela 2 - Identificagdo e informagdes sobre origem amostral, espécies encontradas e técnicas de diagnéstico dos estudos
incluidos na revisao sistematica sobre espécies de Cryptosporidium na América Latina, 2020 (continuagao)

Numero de Diagnostico Diagnéstico Selecdo de e o
- por Amplificacdo de
NP R A . . . espécies . . por ELISA  amostras .
eferéncia Pais Origem amostral Espécies encontradas microscopia . .. amostras submetidas
encontradas no . associado a para analise -
associado a a analise molecular
estudo molecular  molecular
molecular
51 Souzaetal  gogi Animais exgticos - Pavum. C.muris e C. 3 Nao Nao Nao Parcial
(2015) tyzzeri
Animais de .
52 Thomaz et al Brasil estimacao e de C.p arvum, C. fel/§, C. 4 Nao Nao Nao Total
(2007) ~ . bovis e C. canis
produgéao (Bovinos)
53 Toledo et al. Brasil Animais de_ produgdo C. parvum, C. bovis, C. 4 sim No Sim Parcial
(2017) (Bovinos) andersoni e C. ryanae
Tomazic et al. . Animais de produgéo ~ ~ ~
54 (2013) Argentina (Bezerros) C. parvum 1 Nao Nao Nao Total
Villamizar et . Animais de ~ ~ ~
57 al.(2019) Colémbia estimacao (Caes) C parvum 1 Nao Nao Nao Total
58  Xiao et al. (2001) Peru Humana C. parvum, C. meleagridis 3 Sim N&o Sim Total
e C. felis
Zuccato et . Animais de produgcado C. ubiquitum, C. xiaoi e C. ~ ~ ~ :
59 al.(2015) Brasil (Cordeiros) meleagridis 3 N&o N&o N&o Parcial
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O pais que apresentou maior numero de artigos analisados foi o Brasil,
seguido pela Colédmbia e pelo Chile (Figura 5). A avaliagao realizada nos artigos, de
acordo com o indicador de qualidade, classificou 27 artigos como “OTIMO”, 12
como “BOM” e 20 como “RUIM.

Mumero de artigos analisados por pais

Republica Dominicana | | 1

Micaragua 1

México 1

Argentina 4

Peru 4

Chile 5

Coldmbia 6

Brasil 37

0 5 10 15 20 30 35 40

(o8]
¥

Mumero de artigos

Figura 5 — Grafico apresentando numero de artigos analisados referente a espécies
de Cryptosporidium na América Latina por pais, recuperados das bases de dados
PubMed, SciELO e LILACS entre os anos de 1999 até 2019

Dentre os 59 estudos, em 29 (49,2%) houve associagcdo de técnicas
microscépicas e moleculares, em 30 (50,8%) foi utilizado apenas o diagndstico
molecular. Dos estudos, 2 (3,4%) utilizaram técnica de pesquisa de antigeno por
ensaio imunoenzimatico na detec¢do do parasito. Foi verificado em 13/59 artigos a
selecdo de amostras, dentre as positivas, para identificagdo de espécies e em 32/59
artigos foi observado a amplificagdo de todas as amostras positivas para
Cryptosporidium spp.. Com relagdo a positividade geral por técnica, o total de
amostras positivas por técnicas microscopicas foi de 1.584 enquanto para as

técnicas moleculares foi de 2.863.

Esta revisdo sistematica evidenciou a circulagdo de 19 espécies de

Cryptosporidium na América Latina, das quais trés foram exclusivamente
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encontradas em humanos, onze somente em outros animais e cinco circulando nos
dois grupos. A Tabela 3 apresenta informagdes sobre as diferentes espécies de

Cryptosporidium detectadas na América Latina.

Tabela 3 - Espécies de Cryptosporidium spp., positividade e hospedeiros na América
Latina por meio de revisdo sistematica do periodo de 1999 a 2019

Cl}I/EpStEi;Ioerlil?um Total positivos Total de estudos Hospedeiros
C. parvum 983 2 (rodugiorsimagio) o sivestes
C. hominis 360 15 Humanos
C. muris 14 5 Humanosgeciszﬁi ergedores e
C. canis 24 8 Humanos e caes
C. viatorum 1 1 Humanos
C. meleagridis 113 10 Humanos, mexilhdo e aves
C. felis 31 7 Humanos e gatos
C. suis 1 1 Humanos
C. bovis 16 7 Bovinos
C. galli 705 4 Aves
C. ubiquitum 24 3 Ovelhas e cordeiros
C. andersoni 64 9 Bovinos e mexilhdo
C. ryanae 74 6 Bovinos e bufalos
C. xiaoi 15 1 Cordeiros
C. cuniculus 7 1 Coelhos
C. baileyi 50 5 Aves
C. serpentis 42 3 Serpentes
C. varanii 12 1 Serpentes
C. tyzzeri 10 2 Serpentes e roedores
Total 2546 - -

Em humanos, a espécie com maior prevaléncia foi Cryptosporidium hominis
com prevaléncia combinada de 3,1% (1,3%-7,5%, 1°=93%) e positividade global de
4,88% (Figura 6A), seguida por Cryptosporidium parvum com prevaléncia
combinada de 2,8% (1,2%-6,6%, 1°=98%) e positividade global de 3,74% (Figura 6B).
As prevaléncias globais e combinadas de outras espécies recuperadas neste estudo
estdo apresentadas na Tabela 4. Pode-se observar que o modelo de efeitos fixos

gera valores de prevaléncia combinada mais préximos da prevaléncia global por ndo



57

levar em conta a diferenca entre os estudos, a qual é contemplada pelo modelo de

efeitos aleatodrios, ideal nesses estudos de metanalise.

Study Events
Mufioz-Antoli et al. 0
Villamizar et al. 1
Xiaoetal. 0
Sdnchez et al 2
Soldan et al. 4
Assis et al. 0
Lalonde et al. 5
Neira-Oltero et al. (2) 1
Neira-Otero et al. (1) 2
Rolando et al. 37
Camaetal. (1) 141
Peralta et al. (1) 9
Cama etal. (2) 61
Gongalves et al. 29
Bushen et al 24
Peralta et al. (2) 14
Veldasquez et al 3
de Lucca etal 1w
Fixed effect model

Random effects model

Heterogenetty: /% = 93%, <% = 3.4690, p < 0.01 '
0

A

Total

272

7375

C. hominis

02 04 06 08 1
Proportion

Proportion

0.000
0.004
0.000
0.007
0.008
0.000
0.010
0.024
0.029
0.031
0.057
0.068
0.114
0.129
0.153
0.157
0.273
0.630

0.049
0.031

95% CI

[0.000; 0.013]
[0.000; 0.022]
[0.000; 0.031]
[0.001; 0.025]
[0.002; 0.021]
[0.000; 0.061]
[0.003; 0.023]
[0.012; 0.043]
[0.004;0.102]
[0.022; 0.042]
[0.048; 0.066]
[0.032; 0.125]
[0.089; 0.145]
[0.088; 0.181]
[0.100; 0.219]
[0.089; 0.250]
[0.060; 0.610]
[0.424; 0.806]

[0.044; 0.054]
[0.013; 0.075]

Study

Soldan etal.
Goncalves et al.
Rolando et al.
Lalonde et al
Sénchez et al.
Cama etal. (1)
Villamizar et al.
Cama et al. (2)
Neira-Otero et al. (1)
Assis etal
Neira-Cltero et al. (2)
Peralta et al_ (1)
Peralta et al. (2)
Bushen et al

de Lucca et al
Velasquez et al.
Mufioz-Antoli et al
Xiao et al

Fixed effect model
Random effects model
Heterogeneity: I~ = 98%,

B
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2=2323502, p<0.01 "
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T
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08
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0.002
0.000
0.004
0.006
0.007
0.009
0.012
0.028
0.029
0.034
0.035
0.038
0.045
0.115
0.148
0.182
0.357
0.630

0.037
0.028

95% CI

[0.000; 0.011]
[0.000; 0.016]
[0.001; 0.010]
[0.001;0.017]
[0.001; 0.025]
[0.006; 0.013]
[0.002; 0.034]
[0.016; 0.046]
[0.004: 0.102]
[0.004;0.117]
[0.020; 0.056]
[0.012; 0.086]
[0.012; 0.111]
[0.069; 0.175]
[0.042; 0.337]
[0.023;0.518]
[0.300; 0.417]
[0.537; 0.717]

[0.033; 0.042]
[0.012; 0.066]

Figura 6 - Grafico de floresta referente a prevaléncia do género Cryptosporidium em

humanos na América Latina. A Cryptosporidium hominis e B — Cryptosporidium

parvum

Com relacao ao indice de heterogeneidade, foi verificado que dentre aquelas

onde

foi

possivel

realizar

a

metanalise,

duas

espéecies

apresentaram

heterogeneidade elevada, duas espécies apresentaram heterogeneidade moderada

€ uma espécie nao apresentou heterogeneidade (Tabela 4)
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Tabela 4 - Prevaléncia global e prevaléncia combinada pelo modelo de efeitos
aleatdrios e pelo modelo de efeitos fixos para espécies do género Cryptosporidium

spp. em humanos na América Latina

Prevaléncia
Espécie Global Modelo’d.e Efeitos Mode!o de Efeitos 2
(%) Aleatorios (%) Fixos (%)
C. parvum 3,74 2,8 (1,2% - 6,6%) 3,7 (3,3% - 4,2%) 98%
C. hominis 4,88 3,1 (1,3% - 7,5%) 4,9 (4,4% - 5,4%) 93%
C. canis 0,14 0,1 (0% - 0,4%) 0,1 (0,1% - 0,3%) 0%
melegéridis 0,46 0,1 (0% - 0,5%) 0,5 (0,3% - 0,6%) 46%
C. felis 0,22 0 (0% - 0,5%) 0,2 (0,1% - 0,4%) 67%
C. viatorum 0,01 * * *
C. suis 0,01 * * *
C. muris 0,01 * * *

*Metanalise nao realizada pelo pequeno nimero de estudos

Em humanos, a espécie Cryptosporidium hominis foi evidenciada no Brasil,
Colébmbia, Peru, Chile, Argentina e Republica Dominicana, enquanto
Cryptosporidium parvum aparece nos mesmos paises supracitados e mais a
Nicaragua. A positividade das espécies do parasito por pais da América Latina esta

representada na Figura 7 e apresentada Tabela 5.
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Tabela 5 - Informagdes sobre a positividade por espécie de Cryptosporidium em
humanos em paises da América Latina, a partir de revisdo sistematica no periodo de

1999 a 2019
Humanos (n=7375)
L Total de TOt?.l de . N° de identificagdo dos
Espécies positivos Pais n
estudos ~ estudos (referéncia Tabela 2)
(n=808)
o | o emoreol CHle CO0TOR. 5 4.5,6,20,22.20,20. 2,
P gua, er P 37, 38, 39, 41, 50, 55, 56, 58
Dominicana
. Argentina, Brasil, Chile, Colémbia, 4, 5, 6, 16, 20, 22, 28, 29, 37,
C. hominis 15 360 Peru e Republica Dominicana 38, 39, 41, 50, 55, 56
C. muris 1 1 Chile 29
C. canis 4 10 Brasil, Peru e Republica Dominicana 5, 6, 20, 22
C. viatorum 1 1 Colémbia 41
C. - 5 34 Chile, Peru e Republica Dominicana 5, 6, 20, 29, 58
meleagridis
C. felis 4 16 Brasil e Peru 5,6, 22,28
C. suis 1 1 Peru 5
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Y 2> - r -
Republica
Dominicana

W C parvin
BN C fominis

|\ C. muris

C. canis

W C viatorum
W C meleqoridis
W C felis
W C suis

Argentina

Figura 7 - Prevaléncia (%) das espécies do género Cryptosporidium por pais da
Ameérica Latina em humanos, a partir de revisdo sistematica e metanalise no periodo
de 1999 a 2019

Em outros animais, a espécie Cryptosporidium parvum apresentou maior
positividade, com prevaléncia combinada de 0,7% (0,2%-2,4%) considerando o
modelo aleatério, com elevada heterogeneidade (1°=94%) (Figura 8) e positividade
global de 6,58%.
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C. parvum

Study Events Total Proportion 95% CI
Nakamura et al 0 1027 ‘ 0.000 [0.000; 0.004]
Heker et al 0 514 &) 0.000 [0.000, 0.007]
Da Silva etal 2 0 503 || 0.000 [0.000; 0.007]
Da Silva et al 0 480 : 0.000 [0.000; 0.008]
Sevaetal3” 0 296 @ | 0.000 [0.000,0.012]
Sevd etal 2 0 242001 0.000 [0.000;0.015]
Zucatto etal 0 193 g | 0.000 [0.000,0.019]
De Souza et al 1 386 M : 0.003 [0.000;0.014]
Da Cunha et al 0 155 ‘ 0.000 [0.000; 0.024]
Fiuza etal 0 125 &} 0.000 [0.000;0.029]
Aquino et al 1 222 B! 0.005 [0.000; 0.025]
Sevd et al 0 101 B! 0.000 [0.000; 0.036]
Paz e Silva el al 1 200 K&, 0.005 [0.000; 0.028]
Fiuza etal 2 0 68 [ 0.000 [0.000; 0.053]
Neira-Otero 1 1271 & 0.008 [0.000, 0.043]
Ewald et al 3 351 B 0.009 [0.002; 0.025]
Ferrari etal 4 463 i 0.009 [0.002; 0.022]
David et al 0 49 = 0.000 [0.000;0.073]
Santina et al 0 46 = 0.000 [0.000; 0.077]
Silva et al 0 45 & 0.000 [0.000;0.079]
Neira-Otero 2 5 408 ‘ 0012 [0.004; 0.029]
Diaz-Lee et al 3 205 E=! 0.015 [0.003; 0.042]
Huber et al 0 30 - 0.000 [0.000,0.116]
Sevd etal 3 0 28 B4 0.000 [0.000;0.123]
Ruggiero et al 0 25 B+ 0.000 [0.000;0.137]
Do Couto et al 3 143 *'3 0.021 [0.004; 0.060]
Santana et al 4 190 = 0.021 [0.006; 0.053]
Thomaz et al 0 16 B-— 0.000 [0.000; 0.206]
PazeSivaetal2 3 100 = 0.030 [0.006, 0.085]
Meireles et al 2 T 196 = 0.036 [0.014;0.072]
Dos Santos et al 41 937 &4 0.044 [0.032,0.059]
Vitela-Mendoza et al " 210 & 0.052 [0.026; 0.092]
Meireles et al 8 145 & 0.055 [0.024;0.106]
Miranda Oliveira et al 6 100 &% 0060 [0.022; 0.126]
Oliveira et al 5 72 HE— 0069 [0.023;0.155]
Coelho et al 37 493 & 0075 [0.053;0.102]
Villamizar et al 1 8§ E——— 0.125 [0.003; 0.527]
QOcampo et al " 80 ; E— 0.138 [0.071;0.233]
Avendafio et al 7 432 : = 0.164 [0.131;0.203]
Lombardeli et al 274 1073 ¢! 0255 [0.230,0.283]
Homem et al 153 209 1 5 0732 [0.667,0.791]
Thomaz et al * 8 9 id — 0.889 [0.518;0.997]
Tomazic etal 45 45 i — 1.000 [0.921; 1.000]
Fixed effect model 10745 : ¢ 0.066 [0.061; 0.071]
Random effects model 0.007 [0.002; 0.024]
Heterogeneity /* = 94%, 1° = 10.8479, p < 0.01

02 04 06 08 1
Proportion

Figura 8 - Grafico de floresta referente a prevaléncia de Cryptosporidium parvum em

animais na América Latina

Outras espécies analisadas, como C. felis e C. muris ndo apresentaram
prevaléncia expressiva pelo modelo de efeitos aleatdrios, sendo identificadas no
Brasil e na Colémbia. Considerando a heterogeneidade, seis espécies nao
apresentaram heterogeneidade, uma espécie apresentou heterogeneidade

intermediaria e trés apresentaram heterogeneidade elevada (Tabela 6).
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Tabela 6 - Prevaléncia global e prevaléncia combinada pelo modelo de efeitos
aleatdrios e pelo modelo de efeitos fixos para espécies do género Cryptosporidium

em animais, excluindo humanos, na América Latina

Prevaléncia

Espécie Global (%) Efeitos Aleatorios (%) Efeitos Fixos (%) 12
C parvum 6,58 0,7 (0,2% - 2,4%) 6,6 (6,1%-7,1%) 94%
C muris 0,12 0 (0% - 4,7%) 0,1 (0,1%-0,2%) 0%
C canis 0,13 0 (0% - 0,2%) 0,1 (0,1%-0,2%) 0%
C meleagridis 0,74 0 (0% - 4,9%) 0,7 (0,6% - 0,9%) 0%
C felis 0,14 0 (0% - 0,4%) 0,1 (0,1%-0,2%) 0%
C bovis 0,15 0 (0% - 0,3%) 0,1 (0,1%-0,2%) 0%
C galli 6,56 0 (0% - 0,1%) 6,6 (6,1%-7%) 88%

C ubiquitum 0,22 * * *
C andersoni 0,60 0 (0% - 0,2%) 0,6 (0.5%-0,8%) 49%
C ryanae 0,69 0 (0% - 0,2%) 0,7 (0,5% -0,9%) 74%

C xiaoi 0,14 * * *

C cuniculus 0,07 * * *
C baileyi 0,47 0 (0% - 20,3%) 0,5 (0,4% - 0,6%) 0%

C serpentis 0,39 * * *

C varanii 0,11 * * *

C tyzzeri 0,09 * * *

*Metanalise n&o realizada pelo pequeno numero de estudos

A distribuicdo geografica das espécies do género Cryptosporidium em outros
animais na América Latina esta representada na Figura 9. Cryptosporidium parvum
foi a espécie com maior dispersdo geografica, sendo encontrada nos cinco paises
da América Latina, dos quais se recuperou estudos e foi a espécie com maior
frequéncia no México, na Colémbia, Chile e Argentina. No Brasil e na Coldbmbia foi
identificada uma maior diversidade de espécies, sendo Cryptosporidium galli a

espécie com maior frequéncia no Brasil e Cryptosporidium parvum na Colémbia.
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C. parvim
C. muris

C. felis

C. bovis

C. galli

C. wbiguitim
C. andersoni
C. rvanae

C. xiaoi

C. melegridis
C. cuniculus
C. baileyi

C. canis

C. serpentis
C. pzzeri

C. varanii

Argentina

Figura 9 - Prevaléncia (%) por espécie de Cryptosporidium em outros animais,
excluindo humanos, nos paises da América Latina, a partir de revisao sistematica do
periodo de 1999 a 2019

A espécie Cryptosporidium parvum foi a mais detectada em estudos da
Colémbia, Chile, Argentina e México. Cryptosporidium muris, Cryptosporidium felis e
Cryptosporidium bovis foram relatadas no Brasil e na Colémbia e outras 12 espécies

somente no Brasil.

Nos animais de producdo foram evidenciadas nove espécies de
Cryptosporidium, quatro em animais de companhia e 10 em animais exadticos. As
espécies com maior frequéncia foram Cryptosporidium felis (8,5%) em animais de
estimagao (gatos), Cryptosporidium parvum (10,3%) em animais de produgado e
Cryptosporidium galli (17,6%) em animais exoéticos, exclusivamente em aves. A
tabela 6 apresenta informagdes detalhadas sobre a positividade por espécie.
Informagdes mais detalhadas sobre os hospedeiros animais estdo ilustradas no

Apéndice.
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Tabela 7 - Positividade por espécie de Cryptosporidium em animais, excluindo

humanos,

de acordo com a categoria do animal:

estimacdo, producdo e

exotico/cativeiro em paises da América Latina, a partir de revisdo sistematica do
periodo de 1999 a 2019

Animais de estimagao

Animais de produgado (n=6573) Animais exoéticos (n=3995)

(n=177)
N° ref.
Total dos Total N° ref. dos  Total N° ref.dos
s Total de Total de| ... . - . " ,
Espécies ositivos estudos positivos( Pais  estudos positivos Pais estudos positivos Pais  estudos
P n=36) (Tabela (n=1309) (Tabela 2) (n=954) (Tabela 2)
2)
. 1,3,7,8,
N .21, 24, 25, Brasil e 13, 23, 31,
C. parvum 707 25 1 Coldmbia 57 677 Cogf:rl]lsi,a . 30, 32, 35, 29 Chile 33, 34, 51
México 36, 42, 52,
53, 54
C. muris 13 4 1 Coldmbia 43 12 Brasil 48, 49, 51
C. canis 14 4 13 Brasil 10é;6’ 1 Brasil 13
C. . 79 5 76 Brasil 9,12, 42, 3 Brasil 33
meleagridis 59
, Brasile 19, 43,
C. felis 15 3 15 Colbmbia 52
Brasil e 3,7,18,
C. bovis 16 7 16 . . 24,35, 52,
Colémbia
53
C. galli 705 4 705 Brasil 13, 277 45,
C. ubiquitum 24 3 24 Brasil 14, 36, 59
7,8, 15,
C. andersoni 64 9 57 Brasil 18, 24, 35, 7 Brasil 33
46, 53
: 1,7, 8,18,
C. ryanae 74 6 74 Brasil 24, 53
C. xiaoi 15 1 15 Brasil 59
C. cuniculus 7 1 7 Brasil 17
C. baileyi 50 5 38 Brasil 9,12, 42 12 Brasil 27,45
C. serpentis 42 3 42 Brasil 40, 44, 48
C. varanii 12 1 12 Brasil 48
C. tyzzeri 10 2 10 Brasil 48, 51
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Considerando os 18 artigos que utilizaram amostras humanas, obteve-se um
total de 7.375 individuos, dos quais 808 apresentaram positividade, resultando em
prevaléncia global de 11%. O grafico de floresta da prevaléncia combinada de
criptosporidiose em humanos esta demonstrado na figura 10. A analise quantitativa
utilizando o modelo de efeito aleatério resultou em prevaléncia combinada de 12%
(95% IC 7-22%) com heterogeneidade elevada (I1°=98%). A prevaléncia de
criptosporidiose por técnicas microscépicas e moleculares foi de 11,40% (841/7.375)
e 10,71% (790/7.375), respectivamente.

Study Events Total Proportion 95%-CI
Lalonde et al. 10 501 i 0.02 [0.01;0.04]
Murioz-Antoli et al. a7 272 ! —a— 0.36 [0.30;0.42]
Velasquez et al. 3 11 0.27 [0.06;061]
Neira-Otero et al. (1) 4 68 —'—:r- 0.06 [0.02;0.14]
Neira-Oltero et al. (2) 29 458 = 0.06 [0.04;0.09]
Peralta et al (1) 15 132 & 011 [007;018]
Peralta et al. (2) 26 89 o — 0.29 [0.20;0.40]
Sanchez etal. 5 284 | 0.02 [0.01;0.04]
Villamizar et al. 25 255 &5 0.10 [0.06;014]
Xiao et al. 80 119 i —E 0.67 [0.58;0.76]
Soldan et al. 5 489 : 0.01 [0.00;0.02]
Cama etal. (1) 230 2490 ; 0.09 [0.08;0.10]
Goncalves et al. 29 224 - 0.13 [0.09;018]
de Lucca et al. 18 27 i —Em 067 [046;083]
Cama etal. (2) 109 533 o 0.20 [0.17;0.24]
Bushen et al. 58 157 : — 0.37 [0.29;0.45]
Assis et al. 6 59 —=— 0.10 [0.04;0.21]
Rolando et al. 48 1207 i 0.04 [0.03;0.05]
Fixed effect model 7375 ¥ 0.11 [0.10; 0.12]

Random effects model <= 0.12 [0.07; 0.22]
Heterageneity: /° = 98%, 1> = 2.0596, p < 0.01 ' ' ' '
02 04 06 08

Figura 10 - Grafico de floresta referente a prevaléncia de Cryptosporidium spp. na

Ameérica Latina em humanos, 1999-2019

O pais que obteve maior numero de publicagdes em estudos com amostras
humanas foi o Brasil (n=6), seguido pelo Peru (n=4). Dos 18 artigos, 10 realizaram
categorizagdo por género, sendo inseridos 2.525 individuos do sexo masculino e
1.419 do sexo feminino, com positividade em 100 (3,96%) e 89 (6,27%)
respectivamente, com diferenga estatistica significativa (p=0,0014). Com relagao a
faixa etaria, 12 estudos informaram a idade de seus participantes, sendo sete

estudos exclusivamente com criangas, dois englobando varias faixas etarias e trés
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sendo apenas em adultos. A associagao da criptosporidiose com infeccdo por HIV
foi avaliada em sete estudos, totalizando 2.818 pacientes com positividade em 270
destes (9,6%).

Considerando os 41 estudos que utilizaram amostras de outros animais,
obteve-se um total de 10.745 individuos com positividade em 2.299 com prevaléncia
geral de 21,4%. O grafico de floresta para a positividade de criptosporidiose para os
animais esta apresentado na figura 11, a prevaléncia combinada no modelo aleatério
foi de 18% (95% IC 11-27%) com elevada heterogeneidade (1°=99%). A positividade
encontrada por técnicas microscopicas foi de 6,91% (743/10.745), 0,13% pelo

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e 19,25% (2.069/10.745) por técnicas moleculares.

Study Events Total Proportion 95%-Cl
Tomazic et al 45 45 —- 1.00 [0.92, 1.00]
Thomaz et al 16 16 ! —a 1.00 [0.79; 1.00]
Thomaz et al * 9 9 H —= 1.00 [0.66;1.00]
Homem et al 153 209 - 073 [0.67;0.79]
Makamura et al 601 1027 . - 0.59 [0.55;0.62)
Diaz-Lee et al 115 205 - 056 [0.49;063]
Aquino et al 107 222 : . 048 [0.41,055]
Ruggiero et al 1 25 — 044 [0.24,065]
Silva et al 16 45 —— 038 [0.22,051]
Huber et al 9 30 _ 0.30 [0.15;0.49]
Qliveira et al 21 72 i 029 [0.19;0.41]
Avendafio et al 115 432 - 027 [0.23,0.31]
Ewald et al 91 351 b 026 [0.21,0.31]
Lombardelii et al 282 1073 026 [0.24;0.29]
Paz e Silva etal 2 25 100 HEE— 025 [0.17;0.35)
Da Silva et al 105 480 L 3 022 [0.18;0.26)
Do Couto et al 28 143 = 020 [0.13,0.27]
Vitela-Mendoza et al 41 210 = 020 [0.14;0.26]
Sevd etal 16 101 =+ 0.16 [0.09;0.24]
Zucatto et al 29 193 @& 015 [0.10;0.21]
Da Cunha et al 23 155 = 0.15 [0.10;0.21]
Paz e Silva et al 28 200 = 0.14 [0.10;0.20]
QOcampo et al 1 80 =+ 0.14 [0.07,0.23]
Santina et al 6 46 —-'——i— 0.13 [0.05; 0.26]
Santana et al 24 190 £ 013 [0.08;0.18]
Villamizar et al 1 § = 0.12 [0.00;0.53]
Da Silva etal 2 60 503 =! 0.12 [0.09;0.15]
De Souza et al 44 386 =) 0.11 [0.08;0.15)
Meireles et al 2 21 196 =) 041 [0.07;0.16]
Sevdetal3 3 28 —+—— 0.11 [0.02;0.28]
Dos Santos et al 96 937 0.10 [0.08;0.12]
Ferrari et al 44 463 ' 010 [0.07,013]
Coelho etal 45 493 H 0.09 [0.07,0.12)
Miranda Oliveira et al 7 100 = 0.07 [0.03;0.14]
Sevd etal 2 16 242 = [ 0.07 [0.04;0.11]
Meireles et al 8 145 = I 0.08 [0.02;0.11]
Fiuza etal 2 4 68 1 0.06 [0.02;0.14]
David et al 1 495 0.02 [0.00;0.11]
Sevdetal3* 6 296 0.02 [0.01;0.04]
Fiuza et al 2 125= ! 0.02 [0.00;0.06)
Heker et al 8 514 i 002 [0.01;003]
Neira-Otero 2 5 406 ! 0.01 [0.00;0.03]
Meira-Otero 1 127 0.01 [0.00;0.04]
Fixed effect model 10745 + 0.21 [0.21; 0.22]
Random effects model - 0.18 [0.11; 0.27]

Heterogeneity: I° = 99%, 1 = 3.0064, p < 0.0% T f ! f !
0 02 04 06 08 1

Figura 11 - Grafico de floresta referente a prevaléncia de Cryptosporidium spp. em

animais, excluindo humanos, na América Latina no periodo de 1999 a 2019
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O Brasil (n=31) foi o pais que obteve maior numero de publicagdes, seguido
pela Coldbmbia (n=4). Dos artigos, quatro estudaram exclusivamente animais de
estimacédo, 22 animais de produgao e 13 animais exaoticos e dois associaram animais
de producédo e animais de estimacao. Em trés artigos foi feita a analise de amostras
provenientes tanto de humanos quanto de outros animais. A prevaléncia geral de
criptosporidiose nos animais de estimacéao foi de 20,33% (36/177), nos animais de
producéo foi de 19,91% (1.309/6.573) e de 23,9% (954/3.995) nos animais exoticos.



68

7- DISCUSSAO

Na busca de informagdes sobre criptosporidiose na América Latina, o pais
que concentrou o maior numero de estudos publicados nas bases de dados
investigadas foi o Brasil, assim como também foi o pais com o maior numero de
artigos analisados. Este fato pode ser justificado pelo maior investimento no Brasil,
comparativamente aos outros paises, em ciéncia e tecnologia desde a década de 90
(ERBER, 2009; SANTIN, 2019). Durante o periodo de 2006 a 2015, na América
Latina, houve uma concentracdo de 88% dos investimentos nessa area em trés
paises: Brasil (64%), México (17%) e Argentina (7%). Além disso, o Brasil detém o
maior numero de pesquisadores, sendo esse numero quatro vezes maior que o da
Argentina, o qual é o segundo pais com maior concentragdo de pesquisadores
(SANTIN, 2019). Esta questao reflete em um maior nimero de publicagées, o que foi

comprovado nesta revisao sistematica.

Observou-se que em 50,8% dos estudos houve apenas a utilizacédo de
técnicas moleculares para o diagnostico da parasitose. O predominio do uso de
técnicas moleculares nos estudos recuperados pode ser justificado pelo objeto deste
estudo que foi a identificacdo de espécies do género Cryptosporidium detectadas na
Ameérica Latina, visto que as técnicas microscopicas e os testes imunoldgicos nao
possibilitam definir espécie ou gendtipo (JEX et al.,, 2008; CHALMERS; KATZER,
2013). A associacdo de técnicas microscopicas e moleculares utilizada em 29
estudos pode ter ocorrido para o aumento da sensibilidade do diagndstico, uma vez
que as técnicas tradicionais e o uso de uma unica técnica reduzem a eficacia do
diagndstico. Outra justificativa para o uso de técnicas microscopicas pode ter sido a
reducdo de custo no diagnostico, sendo submetidas as técnicas moleculares,

amostras sabidamente positivas pela microscopia.

Em alguns estudos inseridos nessa revisdo foi identificada selecdo de
amostras para identificacdo de espécies, bem como relato de nao amplificagdo de
todas as amostras submetidas a analise molecular. Tais situacbes podem
determinar um viés, reduzindo ainda mais o potencial de identificacdo de espécies
do parasito, uma vez que diagndsticos baseados em PCR normalmente amplificam o
alelo dominante de Cryptosporidium, potencialmente ndo conseguindo detectar
infeccoes mistas (KHAN et al., 2017).
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Com relagdo a prevaléncia combinada, tanto neste estudo quando no de
Odeniran e Ademola (2019) na Nigéria, as espécies com maior frequéncia em
humanos foram Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium parvum. Este resultado
ja era esperado, pois essas duas espécies sao responsaveis por 90% dos casos em
humanos (CACCIO; POZIO, 2006). Berahmat et al. (2017) encontraram maior
positividade para Cryptosporidium parvum em criangas, imunocompetentes e
imunocomprometidos. A espécie Cryptosporidium hominis é considerada especifica
de humanos, porém ha um aumento de relato de casos da infecgao por esta espécie
em animais como equinos (FENG et al., 2018), embora no presente estudo sua

presenca tenha sido documentada exclusivamente em humanos

Das oito espécies evidenciadas em humanos na América Latina, seis foram
detectadas por Odeniran e Ademola (2019) em humanos na Nigéria. Apesar desta
similaridade, esses autores evidenciaram a circulagdo de duas outras espécies:
Cryptosporidium ubiquitum e Cryptosporidium cuniculus, nao identificadas na
América Latina. De forma diferente, no presente estudo foi verificada a circulagao de
Cryptosporidium muris e Cryptosporidium suis em humanos. Cabe ressaltar que
todas as espécies identificadas na América Latina, pela revisdo sistematica e
metanalise, sdo relatadas em paises em desenvolvimento (Feng et al., 2018). A
diversidade de espécies e diferengas de circulacdo de espécies evidenciadas na
América Latina, comparativamente a outros locais pode estar relacionada a maior ou
menor capacidade adaptativa das diferentes espécies do género Cryptosporidium a

diferentes hospedeiros, propiciando uma maior ou menor dispersao geografica.

A espécie Cryptosporidium parvum foi a mais documentada, com positividade
em humanos, em animais de producado, estimacdo e animais exoticos/cativeiro.
Sugere-se que este resultado se justifica devido ao amplo espectro de hospedeiros
de espécies diferentes, ou seja, eurixenia, e sua importdncia como espécie
zoonotica (FENG et al.,, 2018). Algumas espécies como Cryptosporidium muris,
Cryptosporidium felis e Cryptosporidium bovis foram relatadas apenas no Brasil e na
Colbmbia, fato que pode ser atribuido ao maior numero de estudos nesses dois

paises e por serem espécies com maior especificidade de hospedeiros.

A prevaléncia ndo expressiva de algumas espécies pelo modelo de efeitos
aleatdrios pode refletir uma menor circulacdo dessas espécies na América Latina,

associada a auséncia de heterogeneidade, a qual contribui para um maior grau de
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confiabilidade nesses resultados (SANTOS; CUNHA, 2013). Além disso, o pequeno
numero de estudos que identificaram essas espécies, a concentracdo dos mesmos
no Brasil e na Colédmbia e a falta de direcionamento na busca por essas espécies
podem ter contribuido para a pequena prevaléncia. A diversidade de espécie de
hospedeiros entre os varios estudos também pode ter contribuido para diferenca

entre a diversidade de espécies do género Cryptosporidium evidenciadas.

Com relagdo a heterogeneidade, cinco espécies analisadas apresentaram
indice de heterogeneidade elevado, o que pode ter ocorrido, como proposto por

Galvéao e Pereira (2015), por diferengcas metodoldgicas entre os estudos agrupados.

A espécie com maior positividade em animais de estimagao foi
Cryptosporidium felis (8,5%), seguida por Cryptosporidium canis, 0 que ja era
esperado visto que essas espécies causam a maioria das infecgbes em gatos e
cachorros, respectivamente, sendo um achado semelhante ao obtido por De Lucio et
al. (2017). Os autores identificaram ambas espécies em caes e gatos.
Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium muris também ja foram documentadas
infectando animais de estimacédo (LUCIO-FOSTER et al., 2010; RYAN; POWER,

2012), sendo também identificadas neste grupo de animais na América Latina.

Hatam-Nahavandi et al. (2019) obtiveram positividade superior em animais de
producéo por Cryptosporidium parvum (39,4%) em uma revisdo mundial, enquanto
neste estudo essa espécie ocorreu em 10,3% dos animais deste grupo. As espécies
encontradas por Zahedi et al. (2018) na Australia sdo semelhantes as desse estudo
com Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium bovis em gado bovino,
Cryptosporidium ubiquitum em ovelhas, Cryptosporidium cuniculus em coelhos. No
entanto, esses autores evidenciaram Cryptosporidium suis em porcos, sendo que na

presente metanalise esta espécie so foi evidenciada em humano.

Em animais exéticos, a espécie com maior frequéncia foi Cryptosporidium
galli (17,6%) em aves, o que condiz com o relatado por Nakamura e Mereiles (2015),
sendo essa espécie diagnosticada em diferentes ordens de aves. Zahedi et al. (2018)
relataram infec¢cado de aves por Cryptosporidium galli e Cryptosporidium meleagridis.
Além disso, esses autores obtiveram uma diversidade maior de espécies de
Cryptosporidium, relatando a identificagdo de  Cryptosporidium fayeri,

Cryptosporidium macropodum e Cryptosporidium hominis em cangurus.
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Na América Latina, Cryptosporidium meleagridis foi identificado em moluscos
de vida livre, juntamente com as espécies Cryptosporidium andersoni e
Cryptosporidium parvum. Os autores atribuiram este resultado como indicativo de
contaminagdo ambiental (OLIVEIRA et al., 2016). Cryptosporidium tyzzeri e
Cryptosporidium muris, espécies tipicas de roedores, foram diagnosticadas tanto em
roedores de estimacdo quanto em serpentes em estudos da América Latina. A
presenca de espécies de Cryptosporidium tipicas de roedores em serpentes pode
ser justificada como apontado por SILVA et al. (2014) e FENG et al. (2018) pelo uso

destes animais na alimentagéo de serpentes.

Foi possivel observar a identificacdo de 19 espécies do género
Cryptosporidium em humanos em 7/20 paises da América Latina e em outros
animais em 5/20 paises demonstrando a necessidade de ampliar os estudos sobre
este parasito, uma vez que a né&o identificagdo de espécies do género
Cryptosporidium nos outros paises da América Latina, pode nao significar auséncia
das mesmas. Foi verificada maior diversidade de espécies do parasito entre outros
animais, excluindo humanos, em especial no Brasil, fato associado ao maior numero
de estudos concentrados nesse pais e a especificidade de algumas espécies de
Cryptosporidium spp.. De forma similar ao apontado por Mahmoudi et al. (2017) em
uma revisao, pensa-se que a maior frequéncia de relatos sobre a descoberta de
varias espeécies de Cryptosporidium em varios hospedeiros animais na América
Latina, parece retratar a intencdo dos estudos em fazer esta caracterizagao, em vez
de diferengas reais na distribuicdo geografica do parasito. A hegemonia da espécie
Cryptosporidium parvum, entre humanos e outros animais, torna essa espécie a de

maior dispersdo na América Latina.

A prevaléncia combinada para criptosporidiose obtida pela analise
quantitativa em humanos na América Latina foi de 12% com 1°=99%, valor inferior ao
de Odeniran e Ademola (2019) de 15% com heterogeneidade de 1°=98,4% na
Nigéria e valor superior ao de Berahmat et al. (2017) de 1,29% a 4,54% no Ira.
Embora sejam regides geograficas distintas, tanto os paises pertencentes a América
Latina quanto os paises comparados s&o regides em desenvolvimento, onde
geralmente a prevaléncia da criptosporidiose € maior, visto que uma parte
expressiva da populagcdo ainda carece de saneamento basico (GERACE et al.,

2019). A prevaléncia combinada para criptosporidiose na América Latina esta dentro
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do intervalo de 0%-25,1% encontrado por Dong et al. (2020) através de uma reviséo

sistematica e metanalise nessa regido.

Apesar da heterogeneidade das informacgbdes recuperadas reduzirem a
confiabilidade da prevaléncia combinada, a maior prevaléncia pode ser associada a
condigbes socioecondmicas e demograficas presentes na América Latina que
contribuem para a dispersao desta parasitose entre humanos. Em alguns paises
latino-americanos, o rapido processo de urbanizagao dificultou o acesso a moradia
digna e uma parcela da populagdo ainda habita em domicilios sem infraestrutura
basica e com superlotacdo, o0 que caracteriza um déficit habitacional e
consequentemente, favorece a exposigao a fatores de risco para a infeccdo por
Cryptosporidium sp. (ONU-Habitat, 2015; BOUZID et al., 2018; DE MATTOS VIANA
et al., 2019). No Brasil, em 2019, segundo o Sistema Nacional de Informagdes sobre
Saneamento, apenas 54,1% da populacao brasileira possui atendimento com rede
de esgoto. De acordo com Borja (2014), a garantia do acesso universal e de
qualidade ao saneamento basico no Brasil ainda é um grande desafio, pois baseado

em informacgdes do IBGE referente ao ano de 2010,

“®

.. cerca de 1.915.292 domicilios do Pais ainda ndo dispunham de
abastecimento de agua adequado. Cerca de 1.514.992 domicilios ndo
tinham banheiros nem sanitarios e 7.218.079 langavam seus residuos
solidos diretamente no ambiente de forma inadequada” (BORJA, 2014,
p.434).

A positividade em individuos do sexo masculino foi inferior a encontrada por
Odeniran e Ademola. (2019) com 17,7% e superior a taxa de 3,2% encontrada por
Berhe et. al (2018). A positividade da criptosporidiose nesse estudo foi maior em
homens do que em mulheres, o que é consistente com o relatado por Hawash et al.
(2014) na Arabia Saudita, Osman et al. (2016) no Libano e Odeniran e Ademola
(2019) na Nigéria. Esse fato pode ser justificado pela execugcédo de atividades com
maior risco de infecgdo, como lidar com animais de fazenda ou acesso a alimentos e
agua contaminados com material fecal de origem animal. Na América Latina esta
situacdo pode ocorrer com frequéncia, visto que a pecuaria € uma atividade com

grande expressividade econdémica na regiéo (DIAZ, 2014; BERHE et al., 2018).
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A alta taxa de mortalidade em imunocomprometidos, o impacto da
criptosporidiose no desenvolvimento infantil e elevado numero de casos em paises
em desenvolvimento justifica a realizagcdo de grande parte dos estudos nessas
populagdes (PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018; BOUZID et al., 2018). A prevaléncia
geral da criptosporidiose em individuos HIV positivos na América Latina, baseada na
revisdo sistematica e metanalise, foi inferior a de 13% encontrada por Wang et al.
(2018) na América Latina e no Caribe. A menor prevaléncia do presente estudo pode
estar associada aos critérios de inclusdo na selecdo dos artigos, que
obrigatoriamente precisavam explicitar a positividade e espécie do parasito e ndo

apenas a positividade pelo género.

A prevaléncia combinada em outros animais, obtida neste estudo pela analise
quantitativa, foi de 18%, valor semelhante ao obtido por Zahedi et al. (2018) de
18,3% em um estudo conduzido na Australia com diversos hospedeiros, incluindo
animais de producao e animais exoticos. Neste trabalho, 24 artigos foram realizados
em animais de produgao, o que pode ser justificado pelo fato da criptosporidiose ser
causa de diarreia aguda em ruminantes, afetando principalmente animais mais
jovens, podendo acarretar em perdas econémicas (SANTIN, 2013; THOMSON et al.,
2017). Outro fator importante na realizacdo dos estudos seria o risco de infeccao
humana por contato direto com estes animais infectados e a contaminacao
ambiental gerada pela liberacdo macica de oocistos, podendo favorecer a infec¢ao
de hospedeiros suscetiveis (THOMSON et al., 2017; PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018).

Nao foi possivel nessa revisdo sistematica analisar a possibilidade de
transmissao zoondtica de espécies de Cryptosporidium spp. pelo tema so ter sido
contemplado em trés estudos, com pequeno numero de individuos, o que néao

possibilitou robustez na analise.

A prevaléncia combinada de 20,33% calculada para animais de estimacao
encontra-se na faixa obtida por Lucio-Foster et al. (2010) que verificaram prevaléncia
mundial de criptosporidiose em cées e gatos variando de 0,5% a 44,1%. A taxa
encontrada no presente estudo foi superior as de De Lucio et al. (2017) com 5,5%

para caes e 8,8% em gatos na Espanha.

A prevaléncia combinada em animais de produgéo na América Latina (19,9%)

foi semelhante a evidenciada por Hatam-Nahavandi et al. (2019) em uma reviséao
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mundial sobre criptosporidiose em ungulados, sendo a maior prevaléncia em
bovinos. Esta taxa insere-se no intervalo reportado por Ryan e Power (2012) em
bovinos na Australia (2-58,8%). Hatam-Nahavandi et al. (2019) analisaram a
positividade da criptosporidiose por continente, a qual foi de 26% para o continente
americano. A maior taxa de positividade pode ter sido pela inclusdo dos Estados
Unidos da América e do Canada na revisdo dos referidos autores, além de terem
utilizado estudos que diagnosticaram a parasitose apenas com métodos

microscopicos, sem identificagcado de espécie.

A prevaléncia em animais exéticos (23,9%) foi superior a obtida por Ryan e
Power (2012) em marsupiais na Australia em uma revisdo, onde houve variagao de
5,6% a 11,3%, assim como as de Ng et al. (2011) com 22,7% em caes selvagens e
10,5% para raposas. Essas diferencas podem ter ocorrido, pois nos estudos citados
0s animais eram de vida livre, enquanto os animais inseridos nessa revisao eram a
maioria de cativeiro, o que pode ter facilitado a coleta amostral ou a exposi¢ao a
infeccdo pelo parasito. Mahmoudi et al. (2017) sugeriram que a variagdo da
prevaléncia da criptosporidiose em diversas espécies animais parece estar mais
relacionada as condigbes ecologicas na qual vivem do que a caracteristicas
especificas, pois a coexisténcia entre os animais favorece maiores taxas de troca de

patdgenos entre esses diferentes organismos.

Esta revisdo sistematica e metanalise consolida ndo apenas a identificacéo
de 19 espécies do género Cryptosporidium e a prevaléncia combinada dessa
parasitose na América Latina, como também ressalta a importancia da
criptosporidiose como parasitose negligenciada, emergente e zoondtica, visto que a
mesma tem um impacto tanto econbémico quanto na saude publica. Ha a
necessidade de incentivos a ampliagdo de estudos nesta regido, com o propdsito de
expandir o arcaboucgo tedrico sobre a criptosporidiose, assim como de monitorar a
prevaléncia da mesma na populacédo e subsidiar medidas de controle efetivas com

enfoque na Saude Unica.
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8 — CONCLUSOES

® Foram identificadas 19 espécies do género Cryptosporidium entre animais,

incluindo humanos, na América Latina

® A prevaléncia combinada de infecgdo por Cryptosporidium spp. em humanos,

considerando identificacao de espécies, na América Latina foi de 12%.

® A prevaléncia combinada por espécie do género Cryptosporidium em humanos
foi de 3,1% para Cryptosporidium hominis e 2,8% para Cryptosporidium parvum,
sendo evidenciadas também as espécies: C. canis, C. meleagridis, C. felis, C.

viatorum, C. suis, C. muris.

® Considerando humanos, espécies do parasito foram identificadas em sete
paises da América Latina, sendo cinco espécies no Peru; quatro no Brasil,
Republica Dominicana e Chile; trés na Coldmbia; duas na Argentina e uma na

Nicaragua.

® Entre animais, excluindo humanos, Cryptosporidium parvum foi a espécie mais

frequente com prevaléncia combinada de 0,7%.

® Considerando outros animais, espécies de Cryptosporidium spp. foram
identificadas em cinco paises da América Latina, sendo 16 espécies no Brasil;

quatro na Colémbia; uma no Chile; uma na Argentina e uma no México.

® Considerando animais de produgdo, estimacdo e exdticos a prevaléncia
combinada de infeccao por espécies de Cryptosporium spp., na América Latina
foi de 18%.

® A espécie com maior frequéncia entre animais de producéao foi Cryptosporidium
parvum, entre animais de estimacao foi Cryptosporidium felis e entre animais

exotico foi Cryptosporidium galli.
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APENDICE- Informacdes sobre origem amostral e os hospedeiros animais.

Autor Ano Pais Origem amostral Hospedeiros
Aquino etal. | 2015 Brasil Animais de produgao Bezerros de bufalos
Avendanio et al.| 2018 | Colédmbia Animais de produgao Bezerros
Coelho etal. | 2016 Brasil Animais de produgao Bezerros, leitdes, cordeiros
e potros
Couto et al. 2014 Brasil Animais de produgao Bezerros leiteiros
Cunhaetal. | 2018 Brasil Animais de producéao Qodorna,falsao, peru,
galinhas, avestruz e emu
David et al. 2015 Brasil Animais de estimacéao Caes
Diaz-Lee et al. | 2011 Chile Animais de producéao Bezerros
Ewald et al. 2017 Brasil Animais de producéao Galinhas caipiras
Ferrarietal. | 2018 Brasil Animais exoticos Psitacideos
Fiuza et al. 2010 Brasil Animais de produgao Ovelhas
Fiuza et al. 2011 Brasil Animais de produgao Gado leiteiro
Heker et al. 2016 Brasil Animais de producéao Coelhos
Homem et al. | 2012 Brasil Animais de producéao Bezerros
Huber et al. 2007 Brasil Animais de estimacéao Gatos
Lombzrldelll et 2019 | Argentina Animais de producéao Bezerros leiteiros
Meireles et al. | 2007 Brasil Animais exaoticos Capivaras
Meireles et al. | 2011 Brasil Animais de produgao Bezerros leiteiros
Mendonza et al.| 2018 México Animais de produgao Cordeiros
Nakamura et al.| 2014 Brasil Animais exoticos Passerifomes e

Psittaciformes
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sobre origem amostral e os hospedeiros animais

Autor Ano Pais Origem amostral Hospedeiros
Neira et al. 2005 Chile Animais de produgao Gado
Neira et al. 2010 Chile Animais exaéticos Gastropodes
Ocampo etal. | 2012 | Colémbia Animais de producéao Bezerros
Oliveira etal. | 2016 Brasil Animais exdticos Mexilhao
Oliveira etal. | 2017 Brasil Animais exdticos Pombo
Paz ejilva et 2013 Brasil Animais de produgao Bovinos leiteiros
Paz ej.ilva et 2014 Brasil Animais de producéao Ovelhas
Ruggiero et al. | 2011 Brasil Animais exoticos Serpentes
Santana etal. | 2018 Brasil Animais de produgéo Galinhas
Santinetal. | 2006 | Colémbia Animais de estimacéao Gatos
Seva et al. 2011 Brasil Animais exaéticos Serpentes
Seva et al. 2011 Brasil Animais exdticos Passaros
Seva ef al. 2010 Brasil Animais de estirpagéo e de Céaes, povinos, §uinos,
producéo equinos e ovinos
Silva et al. 2010 Brasil Animais exdticos Passeriformes
Silva et al. 2014 Brasil Animais exaoticos Serpentes
Silva et al. 2013 Brasil Animais exaoticos Roedores sinantropicos
Hamester, chinchila,
Souza etal. | 2015 Brasil Animais exdticos CPeIhos, porquinho-da-
india, camundongo e
furbes
Thomaz et al. | 2007 Brasil Animais de estirpagéo ede Caes, gatos e bovinos
produgao
Toledo etal. | 2017 Brasil Animais de produgao Bovinos
Tomazic et al. | 2013 | Argentina Animais de produgao Bezerros
Villamizar et al.| 2019 | Colémbia Animais de estimacéao Caes
Zuccato et al. | 2015 Brasil Animais de producéao Cordeiros




