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1. INTRODUCAO

A criptosporidiose ¢ uma doenga causada por um protozoario oportunista do
género Cryptosporidium, que acomete varias espécies de mamiferos e aves, inclusive o
homem. Este protozoario coloniza o epitélio do trato digestorio. A transmissao se da por
via fecal-oral, entre animais, entre humanos e de animais para humanos através da
ingestdo de alimentos ou adgua contendo oocistos vidveis. Este parasita causa inumeras
complicagdes para seu hospedeiro, como varias evacuagdes durante o dia, febre, fortes
dores abdominais, rapida desidratagdo e podendo levar até a morte. A espécie de mais
importancia, devido a uma maior ocorréncia entre os animais, maior patogenicidade e

grande potencial zoonotico € o Cryptosporidiumparvum.

O Criptosporidiumspp. ¢ um patégeno de grande importancia para rebanho
bovino, pois a morbidade pode chegar a 100% causando sérios prejuizos econdmicos,
devido a distirbios na absor¢do, por este parasito destruir as células superficiais do
epitélio gastrintestinal. Este protozoario acomete principalmente bezerros. Uma
patologia destas na fase inicial da vida pode comprometer o aparecimento das
caracteristicas zootécnicas desejadas para o animal. Por este parasita ser zoondtico,
representa um problema para as pessoas que lidam diretamente com estes animais, pois
ndo ha tratamento eficaz contra a criptosporidiose, ressaltando a necessidade de medidas

profilaticas no combate a doenca.

O diagnostico de C. parvum, assim como das outras espécies de
Cryptosporidium ainda ¢é controverso, pois existem varios métodos, mas com
sensibilidades diferentes. Entdo, se o resultado de uma técnica de diagnostico
apresentar-se negativo, ndo significa dizer que o animal estd realmente livre desse
protozoario. Muitas vezes o animal esta eliminando uma quantidade tao infima que ndo

¢ detectada nos exames rotineiros de fezes.

Um dos métodos de diagnostico mais eficaz e viavel de ser adotado na rotina € a
centrifugo-flutuacao em solugdo saturada de agucar. Esta técnica apresenta praticidade,
baixo custo e melhor sensibilidade que as demais técnicas rotineiras. Para realiza¢do
desta, faz-se necessario um profissional treinado na observagdo dos oocistos nas fezes,

pois a visualizacao destes ¢ realizada com auxilio de um microscopio.



Recentemente, foi langado no mercado um teste rapido para detec¢ao de C.
parvum, que apresenta alta sensibilidade e especificidade. E uma alternativa a testes
demorados e sem seguranca de negatividade, pois em apenas cinco minutos tem-se o
resultado da amostra; ndo precisa de pessoa especializada para realizar o teste, podendo

ser realizado a campo.

Devido ao conhecimento incipiente a cerca dessa infec¢do em ambiente
semiarido, a limitada disponibilidade de drogas e da sua pouca eficicia contra o
Cryptosporidiumspp., assim como de diagnostico rapido e preciso, faz-se necessario um
estudo com o objetivo de identificar o grau de infec¢do em bezerros bovinos da
mesorregido do sertdo paraibano e, concomitantemente, definir qual o melhor método

para deteccao desta parasitose.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico do Cryptosporidium spp.

O primeiro relato de infecgdo por Cryptosporidiumé atribuido a Ernest
Edward Tyzzer, no ano de 1907, onde descreve o parasitismo afetando o
epitélio gastrico de ratos de laboratorio, sendo entdo denominado C. muris. Em
1971, oprimeiro caso de criptosporidiose em bovinos foi descrito, com relato de
diarreia severa (STERLING & ARROWOOD, 1992). No Brasil, a primeira
notificagdo brasileira do parasito em bovinos foi feita por Modoloet al. (1988)
em Botucatu, Estado de S&do Paulo. Os primeiros casos de criptosporidiose
humana foram diagnosticados através de bidpsia intestinal e retal (MEISEL et
al., 1976).

2.2 Criptosporidiose

A criptosporidiose é causada por protozoarios do género
Cryptosporidium, estes pertencentes ao filo Apicomplexa, sendo que as
espéecies sao parasitas das microvilosidades das células epiteliais do trato
gastrintestinal. A localizacdo deste parasito caracteriza-se por ser intracelular,
porém extracitoplasmatico, ocasionando perda das microvilosidades e
consequente prejuizo na eficiéncia de absor¢ao dos nutrientes contidos na luz
intestinal, podendo ocasionar quadros clinicos de diarreia e ma absorgao com
resultantes prejuizos na produtividade de animais de exploragao comercial
(FAYER, 2006).

Protozoarios do género Cryptosporidiumtém distribuicdo mundial, sendo
descrito em 95 paises (FAYER et al., 1998), e em mais de 40 espécies de
animais domésticos e selvagens, incluindo mamiferos, aves, répteis e peixes
(ONGERTH & STIBBS, 1989), infectando inclusive o homem.

Esses parasitas ndo sao espécie-especifico, portanto pode haver

transmissao de diferentes espécies de animais para humanos, diretamente,



através da via fecal-oral. Outra forma de infecgdo é através da ingestdo de
agua e alimentos contaminados com oocistos oriundos de fezes eliminadas por
hospedeiros infectados (CACCIO et al., 2005).

O parasito tem sido frequentemente encontrado em bezerros, estando
entre os trés agentes presentes na etiologia das diarreias, sendo responsavel
por perdas econdmicas traduzidas por mortes e comprometimento no
desenvolvimento dos animais (GARCIA & LIMA, 1994). O periodo médio de
incubacao € de, aproximadamente, quatro dias, acometendo animais desde
trés dias de idade até adultos, sendo mais comum em bezerros de uma a trés
semanas de vida (ONGERTH; STIBBS, 1989).

Dentre as espécies deCriptosporidium,o C.parvumé considerado um dos
patdgenos mais importantes em ruminantes, pois causa enterites graves que
estdo associadas com diarreia e morte tanto em animais experimentalmente
quanto em naturalmente infectados (GOMA et al., 2007).Este parasito tem sido
amplamente reconhecido como o responsavel por surtos de diarreia em
pessoas frequentadoras de piscinas comunitarias nos EUA, indicando um

grave problema em saude publica (CAUSER et al., 2005).

2.2.1 Em Bovinos

Problemas gastrintestinais sdo frequentes em criagcdes de bovinos, sendo a
diarreia a enfermidade gastrintestinal mais comum neste tipo de criagdo (NAVARRE et
al., 2000).Em animais jovens, a criptosporidiose ¢é capaz de causar severa
enterite,resultando em morbidade significativa ¢ em importantes perdas econdmicas

paraanimais de produgdo (SANTIN et al., 2004).

Maldonado-Camargoet al. (1998), estudando 31 fazendas leiteiras em trés
estados do México, observaram que a idade dos bezerros foi fortemente associada ao
grau de infec¢do por oocistos de Cryptosporidiumparvum, ja que os animais com 15

dias de idade possuiam as maiores taxas de infecgao.

No Municipio de Campos dos Goytacazes, localizado na Regido Norte
Fluminense, foi encontrada uma positividade de 61% para o género

Cryptosporidium em bezerros com até 12 meses de idade (ALMEIDA et al.,



2008). Na Universidade Federal de Minas Gerais, Guimardes et. al., 2009
avaliaram o comportamento da eliminacdo de oocistos em bezerros
naturalmente infectados e chegaram a conclusdo de que a eliminagdo de
oocistos comegou a partir dos seis dias de vida, com os maiores picos de
eliminacdo foi aos 10 e 11 dias. Em Aracatuba, localizada no estado de Séao
Paulo, Feitosa et al.,, 2008 também encontraram maior excrecdo de oocistos

nos primeiros dias de vida.

2.2.2 Em Humanos

Os parasitas do género Cryptosporidium, tém importancia em Saude
Publica por afetar a qualidade de vida das pessoas infectadas (ARAUJOet al.,
2007), pelo grande numero de casos relatados, pelo maior numero de pessoas
em terapia com imunossupressores e por haver um aumento do numero de
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (FARTHING,
2000), por nao existir nenhuma droga eficaz (HEIGES et al., 2006) e por n&o
haver nenhuma forma de remocéao eficaz do oocisto esporulados em agua e
alimentos contaminados por fezes de animais (JOACHIM, 2004).

Em humanos, a criptosporidiose ¢ capaz de causar diarreia persistente, febre, dor
abdominal, com possivel envolvimento da traquéia e bronquios, sendo um problema
severo nospaises em desenvolvimento (RIBEIRO et al.,2004). Os sinais clinicos mais
severos tém sido associados a pessoas comprometidasimunologicamente, incluindo
individuos portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ou
portadores de outras viroses, mal nutridos, consumidoresde medicamentos

imunossupressores e provavelmente fémeasprenhes (ARAUJO, et al., 2007).

No ano de 1999, cerca de 400.000 pessoas da cidade de Milwaukee (Wisconsin,
EUA) desenvolveram criptosporidiose em virtude da contaminagdo da agua com
oocistos de Cryptosporidium spp., demonstrando, mais uma vez, a importancia desse

protozoario como agente entérico e zoondtico (HOWARD & SMITH, 1999).

Anderson et al. (1982) descreveram um caso em uma estudante de Medicina

Veterinaria que entrou em contato com bezerros portadores da criptosporidiose



intestinal. Os sintomas surgiram cinco dias apds o contato inicial, consistindo de nausea,

diarreia e febre, evoluindo para dor abdominal, calafrios e sudorese.

2.3 Perdas Economicas

As perdas econdmicas causadas por criptosporidiose em bezerros
neonatos se devem a diarreia, pois causa desidratacdo, retardamento do
crescimento e mortalidade. A diarreia exige alguns cuidados especiais como
reposicao eletrolitica, fluido terapia, administracdo de medicamentos, entre
outros, os quais sédo dispendiosos e trabalhosos(GRAAF et al., 1999). Em se
tratando de perdas econdémicas, C. parvumé a espécie considerada como a
mais importante do género (ENEMARK et al.,, 2002). Estima-se que 100
milhdées de ddlares sdo gastos anualmente com a criptosporidiose pelos
criadores de bovinos (HARP et al., 1996).

2.4 Métodos de diagnéstico de Cryptosporidiumspp.

Os métodos de diagndésticos mais utilizados atualmente estdo descritos

a segquir.

2.4.1 Centrifugo-flutuacao em solucao saturada de sacarose

Este é considerado um método de observagao direta, pois é realizado
pela visualizagdo microscopica dos oocistos entre lamina e laminula a fresco,
sendo observados em objetiva de 100x. (DeCARLI, 1994)

Na década de 80, a maioria dos diagndsticos baseava-se no exame de
esfregacos fecais corados (TZIPORI, 1988), atualmente as técnicas de
concentracido do material fecal, através da flutuagdo mediante utilizacdo de
solugdes saturadas ou pela sedimentacdo, geralmente utilizando-se o
formaldeido-éter, tém ganhado adeptos, por aumentarem as chances de
encontrar oocistos e cistos (STERLING & ARROWOOD, 1992).



A técnica de centrifugo-flutuacéo € considerada muito eficaz, pois nesta
os detritos fecais dividem-se por estratos, facilitando a visualizacido dos

oocistos, pois 0 campo apresenta-se relativamente limpo. (HUBERet al.,2003).

2.4.2. Sedimentagao simples

Também ¢é considerada uma técnica de observacao direta, sendo
realizada em fezes frescas ou congelada e observada na objetiva de 100x
(DeCARLI, 1994).

E um método bastante eficaz, porém a quantidade de material fecal
examinado é reduzida, diminuindo assim as chances de serem encontradas
formas parasitarias em fezes de hospedeiros com baixa carga parasitaria,
podendo resultar em falsos negativos. Outro ponto negativo é que nesta
técnica, os detritos fecais permanecem no mesmo nivel dos cistos e oocistos,
dificultando a visualizagao clara destes, principalmente em amostras fecais de
baixa carga parasitaria (HUBERet al., 2003).

2.4.3 Teste rapido imunocromatografico

Existem varios testes no mercado, dentre eles destaca-se oimunoensaio
cromatografico Stick Crypto'que é um procedimento para a detecgéo qualitativa
in vitro de antigenos de Cryptosporidiumparvum em fezes humanas, podendo
ser utilizado para diagndstico em fezes animais (SHARP et al., 2001).

Katanik(2001) avaliou um método de diagndstico parecido com este, o
teste ColorPac? para Cryptosporidiumparvumensaio rapido. Onde encontraram
nas fezes, 98,1% de especificidade e 100% de sensibilidade ao teste.

Weitzelet al. (2006) constataram que os ensaios com Coproantigenos
sdo mais rapidos e faceis de realizar, viram também que a especificidade do
teste RIDA®QUICK Cryptosporidium — Tiras' foi de 98%.



' Laboratério Biofarm .
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao da area

O estudo foi realizado nos municipios de Patos, Quixaba, Malta, Sao José do
Bonfim e Sdo José¢ de Espinharas, todos pertencentes & mesorregido do sertdo
paraibano. A regido apresenta um clima semiarido, com uma estagao chuvosa de janeiro
a maio, onde ocorre mais de 90% das chuvas e uma estagcdo seca. A temperatura média
anual ¢ de 30,6°C (minima de 28,7°C e maxima de 35,5°C), havendo pouca variagao
durante o ano. A vegetacdo ¢ predominantemente arbustiva composta pelas espécies
Jurema (Mimosa nigra), Mandacaru (Cereusiamacaru) e Cactaceos como o Xiquexique

(Palocereusgounelli) e o Facheiro (Pilosocereusglacensis) (MOREIRA, et al. 2006).



3.2 Locais de execuc¢ao

Para colheita do material, foram escolhidas de forma aleatéria duas propriedades
criadoras de bovinos da mesorregido do sertdo paraibano, independente do estado
sanitario do rebanho, assim como da ocorréncia de diarreia nos bezerros. Os animais do
estudo eram, na maioria, sem padrdo de raca definida, embora alguns animais
apresentassem caracteristicas raciais fortes para as ragas Holandesas e Nelores, sem
distingdo de sexo e criados em diferentes condi¢cdes de manejo. As cidades participantes

foram Patos, Quixaba, Malta, Sdo José do Bonfim e Sao José¢ de Espinharas.

As andlises foram processadas no Laboratorio de Doencas Parasitarias dos
Animais Doméstico (LDPAD) da Universidade Federal de Campina Grande, Campus-
Patos/PB.

3.3 Obtencao das amostras fecais

Utilizaram-se 100 bezerros bovinos com idade entre seis e trés meses,
sendo coletadas, sempre que possivel, amostras fecais de 10 bezerros de cada
propriedade. As amostras foram coletadas individualmente, cerca de 40g/
animal, utilizando-se sacos plasticos devidamente identificados e lubrificados,
diretamente da ampola retal. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas
em isopor com gelo e encaminhadas ao LPAD/UFCG para analise.

3.4 Descricao dos Métodos de Diagndsticos

3.4.1 Centrifugo-Flutuagiao em solugao de sacarose

Utilizaram-se2 g de fezes, as quais foram homogeneizadas 20 ml de solucao
saturada de actcar (330 mL de dgua destilada e 500g de agucar) e filtradas em tamis de

plastico descartaveis contendo uma gaze tipo filtro. Apos esta filtragem, o material fecal



foi introduzido em tubos de ensaio e centrifugado a 1.500rpm por 5 minutos. Apos este
procedimento, o tubo foi completado com solucdo saturada de actcar até formar um
menisco. Depois que formar o menisco, foi coberto com uma lamina, ficando em
repouso por trés minutos. Depois disso, a ldmina foi retirada, coberta por uma laminula

e levada ao microscopio para analise (SHEATHER, 1923).

3.4.2 Teste de imunocromatografia RIDA®QUICKC Cryptosporidium —Tiras'

Foi retirada 50mg de fezes com a extremidade de um aplicador e introduzida no
tubo que vem no kit. Depois de introduzir as fezes, a tampa foi enroscada e o tubo

agitado vigorosamente com a ajuda de um aparelho, o vortex.

A tira de reacdo atingiu a temperatura ambiente antes de ser usada. Depois de
estabilizada a temperatura, a tira foi introduzida dentro do tubo de ensaio com a amostra

preparada e apds cinco minutos o resultado foi lido.

A interpretacdo foi realizada da seguinte maneira: amostras positivas, a tira azul
e verde foi visivel; Amostra negativa, somente a tira verde visivel; invalido, nenhuma

tira foi visivel.

Figura 1. Realizagdo do teste imunocromatografico
Fonte: FEITOSA, T. F., 2011.

3.5 Analise Estatistica

1" Laboratério Biofarm



Para analise dos dados foi utilizado o teste do Qui-quadrado com

intervalo de confianga de 95%.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 100 amostras, 56 foram provenientes de machos e 44 de fémeas.
Dentre as 10 propriedades estudadas, sete (70%) apresentaram pelo menos
um animal positivo para Cryptosporidium spp., com frequéncia variando de 10 a
33% de animais positivos por propriedade,corroborando com Almeida et al.
(2010) que encontraram 84,6% (11/13) de propriedades positivas para
Cryptosporidium e uma porcentagem de animais positivos variando de 1 a
100% por propriedade no estado do Rio de Janeiro. No entanto, Sevaet al.
(2010) verificaram que apenas 6,12% de 98 propriedades tiveram bezerros
positivos para o Cryptosporidiumspp.na cidade de Teodoro Sampaio, no estado

de Sao Paulo.

Tabela 1. Propriedades positivas para Cryptosporidium spp. de acordo com a
centrifugo-flutuagdo em solugéo saturada de sacarose.

Amostras
Cidade Propriedad N° animais examinados Positivo %
es S
Patos 1 11 3 27,27
2 8 - 0
Quixaba 1 13 2 15,38
2 10 - 0
Malta 1 7 2 28,58
2 10 3 30
S3o0 José de 1 10 1 10
Espinharas 2 9 - 0
S3o0 José do 1 12 4 33.33
Bonfim 2 10 1 10
Total 10 100 16 16

Observou-se que 16% das amostras fecais foram positivas para
Cryptosporidium spp. pelo do teste de centrifugo-flutuacdo, com observacgao
dos oocistos. Verificou-se que 68,75% dos animais que estavam eliminando
oocistos encontravam-se na faixa etaria de 1 a 30 dias de idade, enquanto que
de 31 a 90 foram observado apenas 31,25% de animais positivos. Os animais
com até 30 dias de idade foram, estatisticamente, mais acometidos por esta

enfermidade que as demais faixas etarias. (Tabela 2).



Tabela . Numero e percentual de amostras de fezes positivas para oocistos de

Cryptosporidium spp.
Teste de Qui-

Faixa etaria Numerode  Animais positivos quadrado

(Dias) animais (P<0,05)

1-30 41 11 3,005

31-60 31 3 0,775

61-90 28 2 1,373

Total 100 16 100

Esses resultados corroboram com Tirantiet al. (2011) que, ao analisar oocistos de
Cryptosporidium spp. nas fezes de 620 bezerros na cidade de Cordoba, Argentina,
constataram uma prevaléncia de 19,35% deste protozodrio nos animais estudados. Em
contrapartida, Sevaet al. (2010) numa pesquisa realizada no estado de S3o Paulo
encontraram uma frequéncia muito baixa, de 197 bovinos estudados, apenas 3% foram
positivos para Cryptosporidium spp. Por outro lado, num estudo desenvolvido na
microrregido de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, verificou-se uma frequéncia
muito alta deste parasito, pois de 211 bezerros 43,6% foram positivos para este

protozoario (EDERLI et al., 2004).

Assim como nesse trabalho, Feitosa et al. (2008) observaram numa pesquisa que
a idade mais facil de encontrar oocistos nas fezes de bezerros € com sete dias de vida,
igualmente a Maldonado-Camargo et al. (1998) que analisando 31 propriedades no
México, num total de 512 bovinos, encontraram maiores taxas de excre¢do em animais
com até 15 dias de idade e Tiranti et al. (2011) observaram uma probabilidade de achar
oocistos nas fezes quase quatro vezes maior para bezerros com menos de 2 semanas em

compara¢ao com os bezerros mais velhos.

Foi observado também que dos 16 animais positivos, apenas 31,25%
apresentavam o principal clinico que é a diarreia, enquanto que 68,75% dos
animais que estavam eliminando oocistos apresentavam-se assintomaticos.
(Tabela 3). Foi verificado que os animais com mais de trinta dias tem mais
chances de eliminar os oocistos sem apresentar nenhum sinal clinico do que

animais com até 30 dias (Tabela 4).



Tabela 3 — Presencga de animais positivos correlacionando com a presenga e
auséncia de diarreia.

Faixa Etaria Animais sem diarreia Animais com diarreia
(dias)
N° % N° %
1-30 7 43,75 4 25
31-60 2 12,5 1 6,25
61-90 2 12,5 0 0
Total 11 68,75 5 31,25

Tabela 4. Comparacédo entre animais positivos que apresentaram diarreiae
animais assintomaticos.

Faixa etaria Amostras Teste do  Valor de
X p
Nao- Diarreicas
diarréicas
1-30 7 4 2,025 0,038
31-90 4 1

Confirmando o que foi observado nesta pesquisa, Feitosa et al. (2008)
encontraram 73,7% (15/57) de animais eliminando oocistos sem nenhum sinal
clinico aparente. Ederliet al. (2004) também encontraram grande numero de
animais infectados com este parasito sem apresentar diarreia (90/119).
Entretanto, Souza & Lopes (1995), numa pesquisa realizada no Rio de Janeiro,
encontraram 72,13% (39/54) dos animais com diarreia positivos para
Cryptosporidium

Todos os animais foram negativos para o Cryptosporidiumparvum através do
Teste de imunocromatografiaRIDA®QUICK Cryptosporidium — Tiras,
Concordandocom Almeida (2006) que concluiram que o maior indice de animais
positivos para Criptosporiidum spp. em relagdo ao C. parvum indicam a existéncia de
outra espécie de Criptosporidium infectando bezerros. Assim como Cardoso et al.
(2008) que observaram uma prevaléncia baixissima de C. parvum, 0,6% em 849
bovinos. Sevaat al. (2010), utilizando uma técnica molecular de diagndstico ndo
observaram a espécie C. parvum em nenhuma das 197 amostras obtidas de bezerros
bovinos e sim outra espécie, o C.andersoni. Entretanto, inimeros estudos mostram o C.
parvum como espécie predominante em bezerros bovinos. Almeida et al. 2010

analisando fezes de cem bezerros, constataram que 45% desses eram positivos para o C.



parvum. Corroborando com Thomaz et al. (2007) encontraram 88,9% das amostras de
fezes positivas para o C. parvum. € com Santin et al. (2008) que observaram a presenca
deste protozoario em 97% dos bezerros antes do desmame no estado de Maryland,
Estados Unidos.

Alguns autores que desenvolveram pesquisa com testes imunocromatograficos
semelhantes a este relatam o sucesso desse método, como por Katanik (2001) que ao
avaliar o teste ColorPAC™' para C. parvumensaio rapido, encontraram 98,1% de
especificidade e 100% de sensibilidade ao teste. Weitzelet al. (2006) constataram que os
ensaios com Coproantigenos sdo mais rapidos e faceis de realizar, porém nao
recomendam a substituicao dos métodos de microscopia tradicionais, viram também que
a especificidade do teste RIDA®QUICK Cryptosporidium — Tiras foi de 98%.
Gutiérrez-Cisneroset al. (2011), avaliando dois testes de imunocromatografia
concluiram a boa sensibilidade e especificidade, sendo, portanto, ferramentas uteis para

um diagnostico rapido deste protozodrio.

2'Laboratério Becton Dickinson



5. CONCLUSAO

Com base nos dados apresentados pode-se concluir que o Criptosporidium spp.
estd presente nos rebanhos da mesorregido do sertdo paraibano e que ¢ frequente a
ocorréncia de animais assintomaticos eliminando e contaminando o meio ambiente com
oocistos. O teste rapido para diagnostico de C. parvumnao pode ser utilizado como
unica ferramenta para diagnéstico de criptosporidiose, visto que o teste ¢ especifico e
existem muitas outras espécies de Criptosporidium que podem causar prejuizos a saude

tanto dos animais quanto dos seres humanos.
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