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RESUMO

ALMEIDA, Adriana Jardim de, D.S. Universidade Estadual do Norte Fluminense.
Agosto de 2006. Diagnoéstico e fatores de risco da criptosporidiose bovina na
microrregido de Campos dos Goytacazes-RJ, e identificacdo de Cryptosporidium
parvum através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Orientador: Prof. Dr. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

Protozoarios do género Cryptosporidium sao parasitas do epitélio gastrointestinal de
uma ampla variedade de vertebrados, e sdo capazes de causar perdas econémicas
consideraveis na criacao de bovinos. Cryptosporidium parvum é um dos agentes
causais da criptosporidiose em humanos e em animais domésticos, incluindo
bovinos. O objetivo deste trabalho foi documentar a presenga de C. parvum em
bovinos no Municipio de Campos dos Goytacazes, RJ e analisar os fatores de risco
para a infecgdo. Foram coletadas 100 amostras frescas de fezes de bezerros
bovinos, criados em 13 propriedades, e os esfregacos obtidos das amostras foram
corados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada e observados nas objetivas de
400x e 1000x. Apos a concentracao dos oocistos através de centrifugo-flutuacao em
sacarose e extracdo do DNA, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi
realizada, utilizando-se os seguintes iniciadores: CryptoF: 5 TTC TAG AGC TAA
TAC ATG CG 3' e CryptoR: 5 CCC TAA TCC TTC GAA ACA GGA 3'; AL1598: 5’
AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A 3 e AL3032: 5 GGA AGG GTT GTATTT
ATT AGA TAA AG 3’ para a primeira e segunda amplificagbes, respectivamente. Das
100 amostras analisadas pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada, 61 foram

positivas para a presenca do protozoario. Todavia, os fragmentos especificos para C.



parvum foram amplificados em apenas 45 amostras, o que demonstra a existéncia
de outras espécies de Cryptosporidium infectando os animais. A andlise estatistica
dos fatores de risco tais como as caracteristicas gerais das propriedades e
condi¢cdes de alojamento dos bezerros revelaram que trés fatores influenciaram a
infeccao dos bezerros: animais criados em propriedades com sistemas tecnificados
que utilizam ordenha mecéanica, resfriamento de leite e bezerros criados em locais
que possuem reservatorios de agua, apresentaram risco de infeccdo verificado
através de ambas as técnicas de diagnéstico utilizadas.

Palavras-chave: Criptosporidiose, Cryptosporidium parvum, coccidio, bovino.



ABSTRACT

ALMEIDA, Adriana Jardim de, D.S. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. August 2006. Diagnosis and risk factors of bovine cryptosporidiosis in
Campos dos Goytacazes-RJ, and identification of Cryptosporidium parvum through
polymerase chain reaction (PCR).

Superviser: Prof. Dr. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira.

Cryptosporidium is a protozoan parasite that infects the gastrointestinal
epithelium of a wide range of vertebrate species, and may cause considerable
economic losses in calves. Cryptosporidium parvum is one of the causative agents
of cryptosporidiosis in humans and domesticated mammals, including calves. The
purpose of the study reported was to document the presence of Cryptosporidium sp.
and C. parvum in dairy cattle herds in Municipal District of Campos dos Goytacazes,
RJ, and to analyze the risk factors for the infection. Fresh fecal samples were
collected from 100 calves on 13 dairy farms, and the smears prepared from the
samples were stained by the modified Ziehl-Neelsen technique and examined by
direct microscopy at 400x and 1000x magnifications. After oocysts concentration by
sucrose flotation and the DNA extraction, the polymerase chain reaction (PCR) was
performed with the primers CryptoF: 5 TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3' and
CryptoR: 5' CCC TAA TCC TTC GAA ACA GGA 3'; AL1598: 5 AAG GAG TAA
GGA ACA ACC TCC A 3’ and AL3032: 5 GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA
AG 3 for the first and second amplifications, respectively. Of the 100 samples, 61

were positive to Cryptosporidium sp. when the modified Ziehl-Neelsen technique



was used. However, the specific DNA fragments for C. parvum were amplified only
in 45 samples, demonstrating that there are another species of Cryptosporidium
infecting the animals. Statistical analysis of the risk factors such as general
characteristics of the farm and housing conditions of the calves revealed that only
three of the factors were demonstrated to have a statistically significant influence for
infection. Animals bred under technical systems like the use of milking equipments,
milking cooler and calves raised in places that have water recipients were more
likely to be infected when both methods of diagnosis were used.

Keywords: Cryptosporidiosis, Cryptosporidium parvum, coccidian, cattle.



1. INTRODUCAO

Espécies do género Cryptosporidium sao coccidios oportunistas,
intracelulares obrigatorios, e tém sido, recentemente indicados como agentes
responsaveis por problemas de ma absorgéo intestinal em animais domeésticos,
silvestres e no homem, ocorrendo com maior gravidade em individuos neonatos e
em imunocomprometidos. Este protozoario infecta os tratos respiratério e
gastrintestinal da maioria dos animais, incluindo o homem. A diarréia é o principal
sinal clinico observado nos animais acometidos, culminando em perda de peso, de
produtividade e podendo levar a morte. Neste caso, observa-se parasitismo nas
bordas das microvilosidades dos intestinos delgado e grosso, causando elevado
prejuizo econdmico. Sao descritas pelo menos 10 espécies validas para o género.,
sendo C. parvum comumente diagnosticado em bezerros, e no homem, sendo
considerado como a espécie mais patogénica, tendo assim, elevada importancia em
saude publica. Parasitas deste género nao sao espécie-especificos, podendo haver
transmissao para humanos diretamente através da via fecal-oral. Devido ao reduzido
tamanho e auséncia de diferencas morfolégicas, ndo é possivel a deteccédo do C.
parvum especificamente, ou de qualquer outra espécie, através da morfologia e da
morfometria dos oocistos. Para contornar estas limitacdes, métodos moleculares
baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido utilizados como
alternativa para a segura identificagdo das espécies do género Cryptosporidium. O
intenso contato de humanos com bovinos em areas rurais € um fator importante na
manutencao de fontes de infeccdo de C. parvum, o que justifica a realizagdo de um

estudo que determine a prevaléncia da infeccdo entre os bovinos criados no



Municipio de Campos dos Goytacazes — RJ, bem como, determine os fatores de
risco para a infecgédo dos bezerros.

Esta pesquisa objetivou detectar a presenca de protozoarios do género
Cryptosporidium, bem como a espécie C. parvum em fezes de bovinos no Municipio
de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, verificando os possiveis fatores de risco

associados a infec¢ao nestes animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

O primeiro relato de infecgdo por Cryptosporidium é atribuido a Ernest
Edward Tyzzer, no ano de 1907, onde descreve o parasitismo afetando o epitélio
gastrico de ratos de laboratério, sendo entdo denominado C. muris. Em 1971, o
primeiro caso de criptosporidiose em bovinos foi descrito, com relato de diarréia
severa (STERLING e ARROWOOQOD, 1992). Os primeiros casos de criptosporidiose
humana foram diagnosticados através de bidpsia intestinal e retal (MEISEL et al.,
1976).

2.2. O género Cryptosporidium

Parasitas do género Cryptosporidium sao protozoarios cujos oocistos
possuem quatro esporozoitas, diferentemente de outros coccidios que contém
esporozoitas dentro de esporocistos (STERLING e ARROWOOD, 1992). Estes
possuem grande capacidade de reproducao e disseminagao, sendo varias espécies
conhecidas por infectar diferentes espécies de animais (GRAAF et al.,, 1999).
Diferencas na forma ou na estrutura interna podem ser observadas com o auxilio de
um microscopio de alta resolugdo. Embora a andlise morfométrica seja uma boa
forma de diagnéstico, a dificuldade em identificar oocistos surge quando o tamanho,
forma ou estruturas internas de umas espécies nédo pode ser distinguido de outras,
como € o caso das espécies do género (FAYER et al., 2000). Apesar de existirem
mais de 20 espécies descritas em diferentes hospedeiros (O’'DONOGHUE, 1995),



existem controvérsias com relagdo a validade da maioria delas, ja que estudos
envolvendo transmissao cruzada indicam que alguns isolados de oocistos do género
Cryptosporidium sao infectantes para diferentes espécies de hospedeiros
(O'DONOGHUE et al., 1987).

Existem divergéncias quanto a classificacao de algumas das espécies, onde
de um lado, autores como WIDMER et al. (1998), citam a existéncia de diferentes
genotipos, como o gendtipo H (ou gendtipo humano), que seria encontrado somente
em humanos, e o gendtipo C (ou gendtipo bovino), que seria capaz de infectar tanto
animais quanto humanos. Em contrapartida, autores como PARK et al. (2006), ndo
s6 classificam ambos os genétipos citados por WIDMER et al. (1998) como sendo
duas diferentes espécies (C. hominis e C. parvum), como também relatam a infeccao
de bovinos e de ovinos por C. hominis. Segundo TANRIVERDI e WIDMER (2006), as
espécies C. parvum e C. hominis sdo idénticas morfologicamente e possuem 97% de

semelhanga gendmica.

2.2.1. Cryptosporidium parvum

Esta € uma espécie considerada de grande importdncia como agente
etiolégico na diarréia neonatal em bezerros bovinos, apesar de ter capacidade
infectante em outras espécies de animais, de diferentes idades (GRAAF et al., 1999).
As infeccdes clinicas de quadro mais severo em humanos tém sido associadas a
pacientes imunologicamente comprometidos, incluindo pessoas portadoras do virus
da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), pessoas subnutridas, mulheres
gravidas e individuos que utilizam medicamentos imunossupressores. A
criptosporidiose causada pelo C. parvum tem sido documentada em humanos e em
animais em 95 paises (FAYER et al., 1990, UNGAR, 1990 citados por FAYER et al.,
1998).

Este parasito tem sido amplamente reconhecido como o responsavel por
surtos de diarréia em pessoas freqlentadoras de piscinas comunitarias nos EUA

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



2.3. Ciclo bioldgico

O ciclo biolégico do género Cryptosporidium é considerado como monoxeno,
e segue um padrao descrito para outros coccidios entéricos, o qual inclui uma fase
assexuada e outra fase sexuada (FAYER et al., 1990).

O oocisto do Cryptosporidium é o estagio infectante, responsavel pela
transmissdo e pela manutencdo do parasito no ambiente (ENTRALA et al., 2001).
Apbs a ingestdo, os oocistos liberam quatro esporozoitos infectantes no limen
intestinal. Estes penetram nas células intestinais, onde amadurecem
assexuadamente no interior de vacuolos, formando os merontes de tipo 1, os quais
liberam merozoitas que também invadem os enterdécitos, dando origem aos merontes
de tipo 2. Alguns merontes de tipo 2 se diferenciam em macrogametdcitos e em
microgametocitos. Estes ultimos fertilizam os macrogametocitos, o que ird dar origem
ao zigoto. O zigoto se transforma em oocisto. Milhdes de oocistos maduros séo
liberados nas fezes, contaminando o meio ambiente, e permanecendo viaveis
durante véarios meses (FAYER e UNGAR, 1986).

Ao contrario do que ocorre com a maioria dos coccidios, 0s oocistos de
Cryptosporidium sao capazes de esporular no lumen intestinal, e de liberar os
esporozoitos, iniciando uma reinfecgdo. O ciclo biolégico se completa em cerca de
uma semana (DUBEY e FAYER, 1982).

2.4. Transmissao

A transmissdo pode ocorrer diretamente entre animais, entre humanos, de
animais para humanos, ou indiretamente através da ingestdo de agua ou alimentos
contaminados com oocistos viaveis (FAYER et al., 2000). A transmissao ocorre via
fecal-oral, onde oocistos de tamanho reduzido (4 a 6[1m) sao eliminados nas fezes.
Alguns animais podem eliminar milhdes de oocistos esporulados em um grama de
fezes, contaminando o ambiente. A infeccdo se inicia através da ingestdo destes
oocistos (DUBEY e FAYER, 1982). Oocistos eliminados por humanos tém
capacidade de infectar bovinos, ovinos, caprinos, felinos e caninos (MAKUCH, 1996).
Este mesmo autor cita que oocistos eliminados de felinos, bezerros e suinos
aparentam ser infecciosos para humanos. Oocistos de C. parvum podem alcangar a
superficie das aguas, atingindo os suprimentos hidricos estando infectantes.

Bovinos de corte e leiteiros, em particular bezerros, sdo considerados



importantes reservatérios de oocistos, devido ao grande nimero de animais,
distribuicéo, incidéncia de infeccdo e ao elevado numero de oocistos por eles
excretados (WIDMER et al., 1998; KUCZYNSKA e SHELTON, 1999).

2.5. Patogenia

Apbs o rompimento do oocisto, devido a sua exposicao as enzimas e a bile e
liberagdo dos esporozoitos no intestino, estes se aderem aos enterécitos do
hospedeiro (este processo também €& descrito para as células da conjuntiva, do trato
respiratorio e da arvore biliar). Ap6s esta adesao, ha uma invaginacao da membrana
celular, que envolve o esporozoito formando um vacuolo extracelular (STERLING e
ARROWOOQOD, 1992). Este vacuolo ird determinar a atrofia das microvilosidades, o
que podera ser uma porta de entrada para outras infec¢des entéricas (MODOLO et
al., 1988). Todo o processo de invaséo de ceélulas hospedeiras e desenvolvimento do
parasita culminam em branda a moderada fusdo das vilosidades, mudangas na
superficie do epitélio (GRAAF et al.,, 1999), como metaplasia ou degeneragao
(ENEMARK et al., 2002), podendo haver aumento dos linfonodos e eosinofilia da
lamina propria (ENEMARK et al., 2003) e até mesmo espessamento e ulcera¢do das
vilosidades (MODOLO et al., 1988). A infeccao se concentra principalmente na parte
distal do intestino delgado, mas lesées podem ser encontradas também no ceco,
cbélon e duodeno (GRAAF et al., 1999). As lesbGes entéricas causadas pelo
Cryptosporidium diminuem as atividades enzimdticas intracelulares da mucosa
intestinal e alteram o metabolismo corpéreo (MODOLO et al., 1988).

A invasao das células das microvilosidades intestinais por este parasita é
descrita como intracelular e extracitoplasmatica, ja que ele se situa na superficie do
epitélio intestinal, porém abaixo da membrana da célula hospedeira. Isto permite que
o protozoério se proteja do sistema imunoldgico, e ao mesmo tempo, se beneficie do
transporte de solutos através da membrana da célula parasitada (ABRAHAMSEN et
al., 2004).

2.6. Caracteristicas genéticas

A dificuldade em se obter amostras purificadas de diferentes estagios de
desenvolvimento dos protozoarios do género Cryptosporidium limita o entendimento



de mecanismos bioquimicos importantes para o desenvolvimento dos mesmos e
para a interagdo parasita-hospedeiro. Entretanto, o pequeno tamanho e a
organizacdo simples de seu genoma (10,4Mb), o qual é composto por oito
cromossomos dispostos entre 1.04 a 1.5Mb, compensa estas desvantagens (BLUNT
et al., 1997). Considerando a dependéncia absoluta do desenvolvimento do C.
parvum nas células dos hospedeiros, diversas rotas bioquimicas e mecanismos
moleculares envolvidos na interagcdo parasita-hospedeiro sao dificiimente
identificados (LIU et al., 1999).

2.6.1. Genoma reduzido e compacto

O genoma de protozoarios desta espécie € compacto e rico em proteinas
(BANKIER et al.,, 2003), e sua andlise revela eficientes rotas metabdlicas e
dependéncia do hospedeiro para obtencdo de nutrientes (ABRAHAMSEN et al.,
2004). As razdes basicas da redugcédo e compactacado do genoma do C. parvum sao

as seguintes:

a) Degeneracao de mitocondria

A perda massiva de genes mitocondriais € evidente, o que revela uma
caracteristica anaerdbica de seu metabolismo, incomum entre os parasitas do filo
Apicomplexa (SLAPETA e KEITHLY, 2004) e, o complemento de enzimas
mitocondriais-alvo encontradas no genoma € bastante reduzido, indicando que a

organela adotou uma quantidade restrita de funcées (FOTH e McFADDEN, 2003);
b) Auséncia de Apicoplasto (plastidio)

Plastidios sdo organelas fotossintéticas de plantas e algas, e a descoberta
de plastidios nao fotossintéticos em parasitas Apicomplexos despertou interesse na
pesquisa da utilizacdo destas organelas como potenciais alvos para drogas (FOTH e
McFADDEN, 2003). Nos seres Apicomplexos, os plastidios sdo denominados
apicoplastos. Estudos propuseram a auséncia de apicoplasto em parasitas do
género Cryptosporidium (PUTIGNANI et al., 2004). Esta organela € indispensavel
para alguns organismos, e suas fun¢des ainda n&o estdo bem definidas. Sabe-se

que, curiosamente, os parasitas ndo conseguem invadir células hospedeiras quando



privados de seus apicoplastos (HE et al., 2001) e que esta organela esta envolvida
na biossintese de acidos graxos (RALPH et al., 2004). Diferentemente da maioria
dos seres do filo Apicomplexa, o C. parvum parece nao possuir um genoma de
apicoplasto, o que torna invidvel que este seja utilizado como alvo de uma provavel
droga que combata o parasita (ZHU et al., 2000). Segundo KEELING (2004), a
auséncia de apicoplasto nestes protozoarios pode ocorrer devido a uma das
seguintes hipoteses: a organela foi perdida completamente, ou foi originada somente
nos outros Apicomplexa, e o Cryptosporidium nunca teve apicoplasto. Para perder
completamente a organela em questao, o género Cryptosporidium teve que modificar
sua bioquimica de modo que todas as proteinas associadas ao apicoplasto se
tornassem desnecessarias ou redundantes, permitindo a eliminacdo dos genes que
as codificaram e que codificaram a organela em si. Estas proteinas poderiam
representar mais de um terco dos genes eliminados do genoma dos coccidios deste
género. Outra hipbétese seria que as espécies de Cryptosporidium nunca tiveram
apicoplasto, o que teria implicagées na evolugao destas organelas dos Apicomplexos
(KEELING, 2004).

c) Outras razoes para a reducao do genoma

Para o género Cryptosporidium, a reducdo do genoma ocorreu
predominantemente através da reducdo de regides inter-génicas, a perda e a
reducdo dos introns e uma redugado do comprimento médio dos préprios genes. Ou
seja, o protozoario eliminou grande parte do contetdo do genoma, e 0 compactou de
forma eficiente, ao contrario de genomas de outros parasitas, como 0s microsporidia
(KATINKA et al., 2001).

2.6.2. Analise do genoma

O estudo do genoma completo do C. parvum apresenta novos aspectos da
biologia e da evolugcdo dos parasitas Apicomplexos (KEELING, 2004). A andlise
filogenética da pequena subunidade ribossomal do RNA (SSU RNA) permite verificar
diferencas entre as espécies de Cryptosporidium. Analises da seqiéncia de DNA
revelam repeticoes sucessivas de mono-, di- e trinucleotideos de A, AT e AAT,
refletindo a grande quantidade de nucleotideos AT no genoma de parasitos desta
espécie (FENG et al., 2000).



A andlise da sequéncia completa do gendétipo 2 do C. parvum revela 9,1 Mb
de sequUéncia total de DNA, com oito cromossomos. Revela também um numero
estimado de 3807 proteinas codificadoras de genes. O genoma nao codifica
nenhuma enzima participante do ciclo de Krebs, e nenhum dos componentes
constituintes dos complexos mitocondriais | ao IV; estes achados indicam que o
parasita ndo conta com uma oxidacdo completa e nem com cadeias respiratorias
para sintese de adenosina trifosfato (ABRAHAMSEN et al., 2004).

Estudos caracterizaram uma organela semelhante a mitocéndria através de
descricdo ultra-estrutural e morfolégica, localizacdo de anticorpos mitocondriais,
analise filogenética de genes que codificam transporte de proteinas mitocondriais e
identificacdo e analise de seqiéncias de genes associados a mitocéndria
(PUTIGNANI et al., 2004). Também esta presente uma membrana semelhante a
membrana mitocondrial, que estd envolvida na catalisagdo da reducédo de oxigénio
molecular para produzir H,O, e ndo H>O,. A degeneragdo da mitocondria e de suas
habilidades metabdlicas sugere que o parasita recorre a glicolise para a produgao de
energia, sendo capaz de utilizar e catabolizar mono-agucares (como a glicose e a
frutose), assim como armazenar e catabolizar polissacarideos como a amilopectina.
Como muitos organismos anaerobicos, os parasitas do género Cryptosporidium
economizam ATP através da utilizacao de pirofosfato fosfofrutoquinase-dependente.
Enzimas para o metabolismo de lipidios complexos como o glicerolipidio e o inositol
fosfato foram identificadas. Ja os &cidos graxos aparentemente ndo sao fontes de
energia, visto que as enzimas necessarias para a degradacdo dos mesmos sao
ausentes (ABRAHAMSEN et al., 2004).

O metabolismo de purinas é simplificado, conservando apenas a adenosino-
quinase e enzimas catalisadoras da conversao de adenosina 5°-monofosfato (AMP)
para inosina, xantosina e guanosina 5'monofosfato (IMP, XMP e GMP)
(ABRAHAMSEN et al., 2004).

2.7. Criptosporidiose

A criptosporidiose € capaz de causar depressdo leve a moderada, febre,
diarréia aquosa e desidratacdo (ANDERSON e BULGIN, 1981). Os sinais clinicos
mais severos tém sido associados a pessoas € animais comprometidos
imunologicamente, incluindo individuos portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (SIDA) ou portadores de outras viroses, mal nutridos, consumidores de



medicamentos imunossupressores e provavelmente fémeas prenhes (UNGAR et al.
citados por FAYER et al., 1998).

2.7.1. Em bovinos

Problemas gastrintestinais sao frequientes em criagdes de bovinos, sendo a
diarréia a enfermidade gastrintestinal mais comum neste tipo de criacao (NAVARRE
et al., 2000). Coccidios do género Cryptosporidium sao associados com diarréia em
bovinos, e a extensdo da doenca clinica e a sua relagdo com outros
microorganismos enteropatogénicos ndao sdo bem entendidas, assim como existe
pouca informacdo a respeito de diferencas na viruléncia, padrbes de excrecao e
imunogenicidade apresentados por diferentes espécies de Cryptosporidium (DUBEY
e FAYER, 1982; FAYER et al., 1998). Em bovinos, sdo descritas as seguintes
espécies de Cryptosporidium: C. parvum (MORGAN et al., 1998), C. felis
(PIENIAZEK et al., 1999) e C. muris, posteriormente renomeado C. andersoni
(UPTON e CURRENT, 1985; ENEMARK et al., 2002).

Em animais jovens, a criptosporidiose é capaz de causar severa enterite,
resultando em morbidade significativa e em importantes perdas econdmicas para

animais de producao (XIAO et al., 1998).

2.7.2. Em outros animais domeésticos

Protozoarios do género Cryptosporidium sao capazes de infectar uma
grande variedade de vertebrados, inclusive répteis, aves, animais silvestres e
mamiferos domésticos (O’'DONOGHUE, 1995). Existem relatos de 152 espécies de
mamiferos capazes de serem infectadas por C. parvum ou por organismos
semelhantes a esta espécie, mas poucos oocistos tém sido estudados utilizando-se
a morfometria, técnicas moleculares e especificidade pelo hospedeiro. Técnicas
estas que fornecem confianga na identificagédo de espécies (FAYER et al., 2000).
Estes mesmos autores citam que dentre os animais susceptiveis, pode-se citar os
gatos domésticos, os ratos, os cobaios, as aves domésticas, peixes e lagartos.
Estudos moleculares indicam que os caes podem transmitir o gendtipo bovino de
Cryptosporidium, o qual é patogénico para a espécie humana (ABE et al., 2002).



2.7.3. Em humanos

Parasitas deste género podem infectar humanos, e numerosos casos tém
sido descritos em todo o mundo, ocorrendo inclusive em formas de surtos. Humanos
de todas as idades podem ser afetados, apesar da doenga ser mais comum em
criangas. Os oocistos sdo resistentes a varios desinfetantes, inclusive ao hipoclorito
de sédio a 10%, bem como a secagem e ao congelamento (QUIGLEY, 2001), sendo
importante salientar que a cloragdo € o método utilizado na desinfec¢ao da agua nos
reservatorios publicos, os quais sdao contaminados eventualmente por fezes de
animais domésticos que se encontram proximos as fontes de agua (FERREIRA e
BORGES, 2002). Devido ao seu tamanho reduzido, o oocisto € capaz de passar
através de filtros (como os filtros de sistemas de tratamento de agua), atingindo as
residéncias (QUIGLEY, 2001).

Sete espécies de Cryptosporidium ja foram diagnosticadas em humanos (C.
hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis e C. muris), mas as
infec¢des por C. parvum e C. hominis sdo as mais freqientemente detectadas (XIAO
et al., 2004, CACCIO et al., 2005).

A infeccdo por parasitas deste género em individuos imunocompetentes,
geralmente € auto-limitante e de curso benigno. No entanto, nos individuos
portadores do virus HIV, ela se manifesta com quadros altamente espoliativos,
podendo levar a desidratacdo, a perda de peso e evoluir para a sindrome de ma-
absorcao intestinal (CAPUANO et al., 2001). A doenca também é capaz de causar
diarréia persistente, febre, dor abdominal, com possivel envolvimento da traquéia e
brénquios, sendo um problema severo nos paises em desenvolvimento (RIBEIRO et
al., 2004) e tendo um mau prognéstico (BRAZ et al., 1996).

2.8. Perdas economicas

As perdas econOmicas causadas por criptosporidiose em bezerros neonatos
se devem a diarréia: desidratacao, retardamento do crescimento e mortalidade. A
diarréia exige alguns cuidados especiais como reposicao eletrolitica, fluido terapia,
administragdo de medicamentos, entre outros, os quais sao dispendiosos e
trabalhosos (SANFORD et al., 1982), citados por GRAAF et al. (1999). Em se
tratando de perdas econ6micas, C. parvum € a espécie considerada como a mais
importante do género (ENEMARK et al., 2002). Estima-se que 100 milhdes de



dolares sdo gastos anualmente com a criptosporidiose pelos criadores de bovinos
(HARP et al., 1998).

2.9. Diagnéstico

Os métodos de diagnéstico mais utilizados para a deteccao de parasitos do
género Cryptosporidium estao descritos a seguir.

2.9.1. Observacao direta e concentracao

O método de observacao direta é realizado pela visualizagdo microscépica
dos oocistos entre lamina e laminula a fresco (diretamente das fezes diarréicas ou
apos diluicdo das fezes pastosas em solugao salina a 0,85%), sendo observados em
microscopio 6ptico com objetiva de imersado (DeCARLI, 1994).

InUmeras técnicas de concentragdo podem ser usadas com os objetivos de
aumentar a sensibilidade do exame e de diminuir os artefatos fecais (DeCARLI,
1994). Dentre elas este mesmo pesquisador cita a técnica de centrifugo-flotagdo em
solucdo de sacarose (técnica de Sheather) e 0 método de centrifugo-sedimentagao
pelo formaldeido-éter (técnica de Richie modificada).

2.9.2. Técnicas de coloracao

As técnicas colorimétricas para deteccdo de Cryptosporidium incluem a
coloracao de Giemsa em esfregacos de fezes misturados a solucdo salina,
coloracdes de Ziehl-Neelsen e de Heine, os quais podem ser feitos apds a fixacao de
esfregacos de fezes frescas ou preservadas (DeCARLI, 1994). A técnica de
safranina-azul de metileno é considerada rapida, simples e eficaz para a deteccao de
oocistos (BAXBY et al., 1984).

2.9.3. Biologia molecular

A identificacdo de espécies deste género baseada em técnicas
morfométricas sdo pouco confidveis (PEREZ-CORDON et al., 2005). Devido &
dificuldade de diagndstico pelas outras metodologias, a técnica de PCR mostra ser
altamente sensivel e especifica e capaz de fazer o diagnéstico em amostras

contendo apenas um oocisto. No entanto, a utilidade desta técnica pode variar



dependendo de varios fatores, onde o iniciador € o fator principal. Apesar de varios
iniciadores de PCR serem utilizados para detectar o Cryptosporidium, a sensibilidade
e a especificidade parece variar entre os diferentes iniciadores (MORGAN e
THOMPSON, 1998). Vérias publicacées descrevem diversos tipos de iniciadores.
Dentre eles, inclui-se SB50, LAX469 F/ LAX869R, AWA995 F/ AWA1206R,
Cry44/Cry39, Cp. E/Cp.Z e 012F/CP-CR (MORGAN et al., 1997).

2.9.4. Outras técnicas

A técnica de imunofluorescéncia indireta € utilizada com o objetivo de
demonstrar a presenca de imunoglobulinas especificas (contidas no soro em teste)
contra oocistos de Cryptosporidium. QOocistos purificados sdo usados como
antigenos nos ensaios (BRAZ et al., 1996). O Ensaio Imuno-Enzimatico (ELISA)
investiga a resposta imunolégica do organismo a infecgdo através do
reconhecimento de imunoglobulinas especificas contidas no soro (QUILEZ et al.,
2002). O método de “Western blotting” tem sido desenvolvido para a detecgéao de
anticorpos antigenos-especificos para este parasito (ARES-MAZAS et al., 1999).
Técnicas que envolvem deteccao de anticorpos sao questionaveis, pois, apesar de a
parede dos oocistos conter antigenos capazes de estimular a resposta imunoldgica,
e podendo-se detectar estes anticorpos, muitos antigenos da parede dos oocistos
S80 0s mesmos em varias espécies. Consequentemente, ndo existem anticorpos que
diferenciem espécies de Cryptosporidium de uma forma confiavel (FAYER et al.,
2000). A utilizacao de anticorpos monoclonais especificos e dirigidos contra epitopos
de parede dos oocistos de Cryptosporidium constitui técnicas rapidas de deteccao de
oocistos baseadas em citometria de fluxo e separagdo imunomagnética (VESEY et
al., 1993, VESEY et al., 1997).

2.10. Epidemiologia

A criptosporidiose tem distribuicdo cosmopolita, com maior prevaléncia em
paises menos desenvolvidos, principalmente localizados na América Latina e na
Africa. Estudos de soroprevaléncia demonstram positividade de cerca de 30% nha
América do Norte e Europa, e 60% em paises Latino-Americanos (FERREIRA e
BORGES, 2002). Contudo, no Canada, foi demonstrada baixa prevaléncia deste
parasito tanto em bovinos adultos (1,1%) quanto em bezerros (3,1%), em uma



pesquisa onde as amostras foram analisadas utilizando-se teste de anticorpos
fluorescentes apds concentracdo de oocistos por gradiente de sacarose (GOW e
WALDNER, 2006).

Em Botucatu-SP, foram encontrados oocistos de Cryptosporidium em 26%
dos bezerros com diarréia e em 23% dos animais sem comprometimento intestinal,
em citacao feita por MODOLO et al. (1988).

A prevaléncia do género Cryptosporidium foi determinada em bezerros
bovinos lactentes da bacia leiteira de Pard de Minas-MG, onde 19,15% foram
positivos para a presenca de oocistos (GARCIA e LIMA, 1994).

Um trabalho realizado com 122 bezerros na bacia leiteira Sul-Fluminense no
Estado do Rio de Janeiro demonstrou que dos 59 animais com idade inferior a 30
dias, 36 (61,02%) estavam infectados por Cryptosporidium, e dos 63 com idade
superior a 30 dias, 52 (82,54%) mostraram-se positivos para este protozoario
(SOUZA e LOPES, 1995). Ja na Cidade de Sao Paulo, em estudo conduzido por
GENNARI et al. (1999), foi detectado que 2,83% das 353 amostras fecais de cées
examinadas encontravam-se positivas para a presenca de Cryptosporidium spp, e
das 187 analises fecais de gatos, 14,44% foram positivas para a presengca de
oocistos deste parasito.

Um trabalho realizado na microrregiao de Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro demonstrou que 96% das 27 propriedades analisadas foram positivas, sendo
que das 211 amostras coletadas de bezerros, 43,6% foram positivas para
Cryptosporidium spp. (EDERLI, 2003).

2.11. Tratamento, controle e profilaxia

Diversas drogas tém sido testadas para o tratamento da criptosporidiose,
mas nenhuma delas se mostrou satisfatéria, havendo apenas eficacia parcial, sem
erradicacao do parasita na maioria dos individuos tratados (SOAVE et al., 1990)
citados por FERREIRA e BORGES (2002).

Estudos demonstraram a eficacia da azitromicina em pacientes portadores
do virus HIV que apresentavam sintomas clinicos de criptosporidiose (febre e
diarréia). No quinto dia de tratamento, os individuos apresentaram melhora dos
sintomas, e a auséncia destes foi observada no sétimo dia, apesar de ainda estarem
eliminando oocistos do protozoario e apos 14 dias, 53,84% dos pacientes testados
nao eliminavam mais o protozoario. Apesar de bem tolerada em todos os pacientes e



de ter sido 100% eficaz contra os sintomas clinicos, a droga se mostrou incapaz de
erradicar o parasita do organismo infectado (KADAPPU et al., 2002). Nao existe
portanto, nenhuma quimio ou imunoterapia disponivel totalmente eficaz contra a
criptosporidiose (HEIGES et al., 2006).

Devido a limitada disponibilidade de drogas e a pouca eficacia destas contra
a criptosporidiose, medidas higiénico-sanitarias e um manejo adequado s&o as
melhores formas de combate a doenca (GRAAF et al., 1999).

Ainda ndo se sabe se a protecao vacinal contra a criptosporidiose seria
eficaz (GRAAF et al., 1999), podendo nao ser viavel, ja que a doenca afeta
primariamente individuos imuno-comprometidos ou com o sistema imune
parcialmente desenvolvido (JENKINS, 2001).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Locais de execucao

Os locais de execugao utilizados para as colheitas e para as anadlises
laboratoriais foram os seguintes:

3.1.1. Para colheita do material fecal

Foram selecionadas por conveniéncia, 13 propriedades de bovinos de corte
e leiteiros do Municipio de Campos dos Goytacazes localizadas na Regidao Norte
Fluminense (Figura 1).
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Figura 1: Localizacdo aproximada das 13 propriedades da Microrregiao de
Campos dos Goytacazes - RJ utilizadas para a colheita do material fecal e

entrevistas.



Figura 2: Propriedades de criacdo bovina no Municipio de Campos dos
Goytacazes - RJ. Em A e B, propriedades familiares, e em C e D, pré-empresariais,
segundo ASTUDILLO et al., (1990).



3.1.2. Propriedades

As propriedades selecionadas foram classificadas de acordo com o tipo de
manejo e produgdo (Figura 2) em Familiar ou Pré-empresarial, de acordo com
ASTUDILLO et al. (1990).

3.2. Questionario

Os proprietarios e/ou responsaveis pelas propriedades foram entrevistados,
através de questionarios (Apéndice), com intuito de se avaliar o tipo de producao e
criacdo, a taxa de natalidade, a mortalidade, o periodo de desmame, a producao
leiteira, a ocorréncia de diarréia, o nascimento de bezerros fracos ou doentes e a

presenca de enfermidades.

3.3. Colheita de fezes e processamento

Foram colhidas por conveniéncia, 100 amostras de fezes, utilizando-se
sacos plasticos, diretamente da ampola retal de bezerros de até 12 meses de idade
independente de sexo, idade ou raga, de propriedades rurais localizadas no
Municipio de Campos dos Goytacazes no Estado do Rio de Janeiro (Figura 1), no
més de outubro de 2005. As amostras foram identificadas individualmente e
encaminhadas ao Setor de Doencas Parasitarias do Laboratério de Sanidade
Animal, do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias para o isolamento dos
oocistos e ao Nucleo de Analise Genémica para a extracao do DNA e execucado da
PCR.

O material coletado foi processado no Setor de Doencas Parasitarias do
Laboratério de Sanidade Animal, do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias e no Nucleo de Andlise Gendmica, pertencentes a Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.



3.4. Técnica de Ziehl-Neelsen modificada

1. Separou-se cerca de 1g de cada amostra para fixacao em solugéo de formol a
10% em tubos cdnicos de polipropileno de 15mL individualmente identificados
para posterior fixagdo e coloragao;

As amostras foram filtradas em camada dupla de gaze;

Cerca de 7 a 8mL de cada solugao foi transferida para novos tubos cénicos de 15 mL;
Foram adicionados 4mL de éter etilico e esta solugao foi homogeneizada em
agitador de tubos;

Os tubos foram centrifugados a 500g por 10 minutos;

Todo o sobrenadante foi descartado;

Os esfregacos em laminas foram feitos a partir dos sedimentos restantes, com
o auxilio da parte romba de palitos de madeira, executando-se movimentos
circulares;

8. As laminas foram secas em temperatura ambiente por aproximadamente duas
horas;

9. Estas foram fixadas com metanol absoluto por cinco minutos, e deixadas
secar, inclinadas, por 15 minutos em temperatura ambiente;

10. Foi colocada por sobre todas as laminas, solucao de fucsina, por cinco
minutos;

11. As laminas foram lavadas com dalcool etilico a 50% e depois em agua
corrente;

12. Estas foram submersas em alcool acido a 3% por algumas vezes e
posteriormente, lavadas em agua corrente;

13. Foi colocada solugdo de verde malaquita por sobre as laminas por trés
minutos, estas foram novamente lavadas em agua corrente, e secas a
temperatura ambiente;

14. As laminas coradas e secas foram montadas com cerca de duas gotas de
balsamo e laminula;

15. Ap6s secagem completa, as laminas foram observadas em microscépio
optico, em objetiva de 100X (imersao).



3.5. Isolamento de oocistos de Cryptosporidium nas fezes

Para isolamento dos oocistos, as amostras foram processadas

individualmente, como descrito a seguir:

1.
2.

w

Foram diluidos 15g de fezes em 50mL de agua deionizada;
Esta solucao foi filtrada em camada dupla de gaze e posteriormente em tamis
com 325 malhas de aco por polegada;

. Offiltrado foi centrifugado em tubos cénicos de 50mL a 2500g por 10 minutos;

. O sobrenadante foi descartado, e o sedimento ressuspenso em agua

deionizada até alcancar um volume de 25mL;

Foram adicionados 25mL de solugédo de sacarose (1,1g/mL) e apds agitacao,
esta solucao foi centrifugada a 250g por 20 minutos;

Foram aspirados 4mL do sobrenadante e pipetados em tubos cbnicos para
centrifuga e adicionada agua deionizada para que fosse obtido o volume final
de 15mL,;

Esta solugcédo foi centrifugada a 2500g por 10 minutos e o sobrenadante,
descartado;

8. O sedimento foi ressuspenso em 500uL de agua destilada;

9. Uma gota foi examinada entre lamina e laminula, em microscopia para a

analise morfométrica dos oocistos utilizando-se o microscépio dptico binocular
com contraste de fase, marca “TIME-IN”, modelo “TIM 108” e ocular
micrométrica “K-15X-PZ0O” em objetiva de 100x.

10. O restante do material foi congelado para a extragcdo do DNA.

3.6. Diagnodstico molecular para identificacao de Cryptosporidium parvum

O método de diagndstico molecular esta descrito a seguir:



3.6.1. Extracao do DNA

Para a realizacdo da PCR, o DNA genémico dos oocistos foi extraido como a
seguir:

1. Para a extracdo do DNA foram colocados 50uL da amostra concentrada em
tubos de 1,5mL para microcentrifuga contendo 0,5mL de tampao. Foi
adicionada 17uL  de Proteinase K (100mg/mL) e adicionados
aproximadamente 190uL de SDS a 10% (175 uL);

2. As amostras foram incubadas a 55°C por 12 horas sob agitacao;

3. Foram adicionados 700uL de SEVAG (Fenol cloroférmio, alcool isoamilico)
saturado em cada tubo, e entdo esta solucao foi colocada em agitador por 10
minutos em temperatura ambiente;

4. As amostras foram centrifugadas a 12000g em microcentrifuga por 10
minutos;

5. O sobrenadante foi coletado e depositado em outro tubo de microcentrifuga. O
restante do material foi descartado;

6. O sobrenadante foi entdo extraido com cloroférmio. Para isso foram
adicionados 500uL de cloroférmio a cada amostra e esta solugdo foi
homogeneizada;

7. Foram adicionados 100uL de acetato de sodio 3M, e posteriormente, 500uL
de isopropanol;

8. As amostras foram armazenadas em gelo por 10-15 minutos e entdo
centrifugadas a 12000g em microcentrifuga refrigerada por 20 minutos;

9. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1mL de etanol a 70%
refrigerado;

10. As amostras foram centrifugadas a 12000g por 5 minutos;

11. O etanol a 70% foi descartado e o tubo, invertido por alguns segundos em
papel absorvente;

12. Apds a secagem completa das amostras em estufa, foram adicionados 50pL
de 4gua ultra pura.



3.6.2. Reacao em cadeia da polimerase da subunidade 18S ribossomal

a) Foram utilizadas as seguintes sequUéncias de iniciadores para amplificagdo
primaria:

1 CryptoF: 5' TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3'
2 CryptoR: 5 CCC TAA TCC TTC GAA ACA GGA 3'

b) Foram utilizadas as seguintes sequéncias de iniciadores para amplificacao
secundaria:

1 AL1598: 5 AAG GAG TAA GGA ACAACCTCCAZJ
2 AL3032: 5 GGAAGGGTTGTATIT ATT AGATAAAG 3

3.6.2.1. Amplificacao:
O procedimento de amplificagéo foi realizado como a seguir:

a) Amplificagdo priméaria:
1 Tampéao da polimerase (tampéo PCR 10x);
MgClz (3mM);
dNTP (0,2 mM);
Taq (1,5 U);

Iniciadores (50 pmol — volume final de 20 []L).

a A W DN

b) Amplificacdo secundaria:
1 Tampao da polimerase (tampao PCR 10x);
MgCl. (1,5mM);
dNTP (0,2 mM);
Taq (1,5 U);

Iniciadores (50 pmol — volume final de 20 []L).

a A W DN



3.6.2.2. Programa utilizado no Termociclador (Marca MJ, modelo PTC 100):
a) Amplificagdo primaria:

1 1 ciclo (94°C por 3 minutos);
2 35 ciclos (94°C, 45 segundos, 59°C, 45 segundos, 72°C, 1 minuto);
3 1 ciclo (72°C por 7 minutos).

b) Amplificagcdo secundaria:

1 1 ciclo (94°C por 1 minuto);
2 40 ciclos (94°C, 30 segundos, 58°C, 90 segundos, 72°C, 2 minutos);
3 1 ciclo (72°C por 7 minutos).

3.7. Analise Estatistica
As medidas médias e os indices morfométricos dos oocistos foram
submetidos a analise descritiva e as médias comparadas em relagdo a idade dos
bezerros bovinos através do teste de Tukey e para verificar a associacao entre as
variaveis e os fatores de risco foram utilizados o teste estatistico do Qui-quadrado
(x?) e o Teste de Fisher (Fisher Exact Test), com corregdo de Yates e intervalo de

confianga de 95% utilizando-se o programa SAS (1998).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diagnéstico

Foram identificados oocistos do género Cryptosporidium nas fezes de 61%
dos bezerros bovinos examinados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada (Figura
3). Para as mesmas amostras no diagnostico pela PCR (Figura 4), a prevaléncia foi
para C. parvum de 45%.



Figura 3: Oocistos do género Cryptosporidium observados em fezes de bezerros
bovinos. Em A, bezerro com sintomas clinicos de diarréia, desidratacédo e
apatia. Observar infeccdo mista caracterizada por oocistos de diferentes
tamanhos. Em B, pequenos oocistos em fezes de bezerro em bom estado
de saude e sem sinais clinicos de criptosporidiose. Em C e D detalhe da

parede dos oocistos. Técnica de Ziehl-Neelsen modificada (== =5 um).
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Figura 4: A e B: Resultado da amplificacdo da subunidade 18S ribossomal
visualizada em gel de agarose a 2%; M: Marcador de peso molecular 1 Kb
ladder; N: Controle negativo da reacdo; De 1 a 45: Amostras positivas
para C. parvum; As setas indicam a posi¢ao relativa de um produto de
PCR de aproximadamente 850pb, condizente com o produto esperado.



A comparagao dos métodos de diagndstico colorimétrico (Ziehl-Neelsen) e
molecular (PCR) utilizados neste trabalho de pesquisa, utilizando-se o teste
estatistico do Qui-quadrado esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Comparacéo dos resultados das técnicas empregadas para o diagnostico

de Cryptosporidium em bezerros bovinos.
Método de diagndstico
Resultado
Ziehl-Neelsen PCR
Positivo 61 45
Negativo 39 55
Total 100 100

Teste x° (p = 0,0336) Rr = 1,35. Cl 95%: 1,03 < Rr < 1,77.

MAGI et al. (2006), na ltalia, em uma pesquisa envolvendo as técnicas de
microscopia e de PCR, também obtiveram diferenca significativa entre ambas as
técnicas, sendo os resultados positivos de 62,5% e de 12,5% respectivamente.

Tanto os resultados desta pesquisa, quanto os de MAGI et al. (2006), levam
a hipdtese da existéncia de mais de uma espécie do género Cryptosporidium
circulante em bovinos, ja que as técnicas que utilizam a microscopia ndo sao
capazes de diferenciar espécies deste género, acarretando em maior prevaléncia, ao
contrario das técnicas biomoleculares, que sdo capazes de diagnosticar a presenca
de uma espécie especifica, a partir dos iniciadores utilizados. Nestes casos, animais
que nao estavam parasitados pelo C. parvum foram considerados negativos,

diminuindo a prevaléncia neste trabalho.

4.2.1. Morfometria

Os resultados das medidas do diametro maior (DM) e do didametro menor (dm)
dos oocistos, assim como o indice morfométrico estao expressos na Tabela 2.



Tabela 2 - Medidas de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de bezerros
bovinos observados em microscépio dptico de contraste de fase.

Idade em meses

Medidas (um) n Até trés n De4da7? n De8ai2
n . 4,49+0,69 2 4,18+0,82% 3,8140,50°
D , s f 5 36 ) ]
lametro maior % (610320 0 (7,90-3,10) (5,30-3,00)
. 3,95+0,64 2 3,730,512 3,38+0,48°
D 65 900, 30 2N 36 1702
lametro menor (5.40-2,30) (5,20-3,10) (4,70-2,50)
Ve a a a
Indice morfométrico 65 1,14£0,15 3o 1.1120,11 3e 1131010

(1,81-1,00) (1,52-1,00) (1,43-1,00)

Letras iguais na mesma linha néo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Tukey.
Valores entre parénteses sao as medidas maximas e minimas observadas.

Segundo PARK et al. (2006), as espécies C. parvum e C. hominis possuem
formato esférico e medidas que variam entre 4 e 6pm. RAMIREZ et al. (2004), citam
que parasitos do género Cryptosporidium apresentam medidas entre 3 e 6 um de
didmetro. Em um estudo realizado com C. andersoni, ENEMARK et al. (2002),
relataram que as medidas dos oocistos desta espécie variaram entre 7,3 (6,5-8,0) e
5,7 (5,0-7,0) um.

O didmetro maior encontrado teve como valor maximo 7,90um e como valor
minimo, 3,00um. Os valores préoximos a 3,00um, aliados ao indice morfométrico
proximo de 1,00 sdo compativeis com C. parvum, devido ndo somente ao tamanho,
mas também ao formato esférico dos oocistos desta espécie. Por outro lado, os
valores proximos a 7,00 pm com indices morfométricos distantes de 1,00 indicam a
presenca de outra espécie, ja que estas medidas aliadas ao formato oval do oocisto
sdao incompativeis a espécie C. parvum. As medidas dos oocistos de
Cryptosporidium spp. evidenciam tamanhos e formatos variados, o que refor¢ca a
existéncia de mais de uma espécie de Cryptosporidium circulante nos bezerros

bovinos utilizados neste trabalho.

4.2. Frequéncia de Cryptosporidium spp.

Os resultados do diagnéstico de Cryptosporidium spp. através da técnica de
Ziehl-Neelsen modificada em relacao aos bezerros examinados e as respectivas
propriedades, podem ser observados na Tabela 3.



Tabela 3 - Diagndstico de oocistos de Cryptosporidium em fezes de bezerros
bovinos analisadas pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada em
animais criados no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

. Amostras

Propriedade Positivo Negativo Total
01 01 06 07
02 01 - 01
03 08 03 11
04 02 05 07
05 03 04 07
06 04 05 09
07 03 03 06
08 06 02 08
09 07 02 09
10 04 03 07
11 06 02 08
12 09 ' 09
13 07 04 11

61 39 100
Total

Em uma pesquisa desenvolvida na Australia, BECHER et al. (2004), também
verificaram positividade de 100% das propriedades analisadas para Cryptosporidium
spp. Em Campos dos Goytacazes, um estudo revelou que em 96% das propriedades,
protozoarios deste género foram observados (EDERLI, 2003). Com relacdo a
porcentagem de bezerros infectados (61% neste trabalho de pesquisa), este valor esta
de acordo com FERREIRA e BORGES (2002), que citam a existéncia de 60% de
prevaléncia de infeccdo por parasitos deste género em paises Latino-Americanos.
Resultados com baixa prevaléncia em bezerros (19,5% e 19,7%) foram observados
por GARCIA e LIMA (1994) em Minas Gerais, no Brasil e por QUILEZ et al. (1996) na
Espanha. Estes resultados, no entanto, ndo sdo compativeis nem mesmo em
diagnésticos biomoleculares, como os deste trabalho de pesquisa, que obteve
prevaléncia de 45% somente para a espécie C. parvum.

Prevaléncia de 82,54% foi observada por SOUZA e LOPES (1995), 82,54%,
no Rio de Janeiro, que apesar de mais alta em relacdo aos 61% observados neste
trabalho, parece estar dentro da realidade da regidao onde se verifica que fatores
relacionados as caracteristicas gerais das propriedades e condi¢gdes de alojamento
dos bezerros podem interferir nos resultados.



Os resultados do diagnéstico de Cryptosporidium parvum através da técnica
de PCR em relagédo aos bezerros bovinos examinados e as respectivas propriedades
podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4 - Diagnéstico de Cryptosporidium parvum pela técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em fezes de bezerros bovinos criados no

municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

. Amostras

Propriedade Positivo Negativo Total
01 : 07 07
02 0f ' o
03 04 07 1
04 04 03 07
05 - 07 o7
07 04 02 06
08 07 01 08
10 01 06 07
11 04 04 08
12 09 - 09

Total

Com relagao a técnica de PCR, C. parvum foi diagnosticado em 84,61% das
propriedades e em 45% dos bezerros bovinos examinados. Estes resultados
corroboram com dados de FAYER et al. (2006), cujo indice de positividade foi de
92,85% nas propriedades e de 41% nos animais entre um e dois anos de idade em
estudo conduzido nos EUA, bem como com os resultados de PARK et al. (2006),
cuja positividade de C. parvum foi de 41,2% em bezerros bovinos em trabalho
desenvolvido na Corea.

A comparacao dos resultados de ambas as técnicas de diagnéstico utilizadas

segundo idade e sexo pode ser visualizada na Tabela 5.



Tabela 5 - Comparagao dos resultados das Técnicas de coloragéo e Molecular no
diagnostico de Cryptosporidium spp. em bezerros bovinos.

Percentual de positividade

Parametros ohl- Neslsen PCR VanFrﬁs de
Até 3 meses 17 14 0,6960
Idade De 4 a 7 meses 20 13 0,2530
De 8 a 12 meses 24 18 0,3854
Macho 28 24 0,6287
Sexo Fémea 33 21 0,0798
Teste x°

4.2.1. Cryptosporidium spp. e C. parvum de acordo com diferentes faixas
etarias

Com relagéo a idade dos bezerros, o indice de animais de até trés meses de
idade infectados por Cryptosporidium spp. (17%) foi semelhante aos resultados
apresentados por QUILEZ et al. (1996), na Espanha, ja que estes mesmos autores,
relatam que 14% de bezerros na idade entre um e quatro meses de idade foram
positivos para este parasito. Da mesma forma, GARCIA e LIMA (1994),
apresentaram o percentual de 18% de infecgdo para animais desta mesma idade.
Todavia, uma pesquisa realizada em Sao Paulo por ORTOLANI e SOARES (2003),
os autores citam que 38% dos bezerros com idade de até trés meses de idade
analisados eliminaram oocistos de Cryptosporidium nas fezes, estando estes dados
muito distantes dos apresentados na tabela anterior e observados nesta pesquisa.

HUETINK et al. (2001), na Holanda, apresentaram dados pouco semelhantes
em analise microscopica de oocistos de Cryptosporidium, ja que citam a positividade
de aproximadamente 13% e 10,4% em animais de quatro a sete, e de oito a doze
meses de idade, respectivamente. Por outro lado, estes mesmos autores relatam
18% de positividade em animais de até trés meses de idade, concordando assim
com os dados desta pesquisa.

A taxa de bezerros bovinos infectados por espécies do género
Cryptosporidium aumentou proporcionalmente com a idade dos animais, fato que
discorda dos relatos apresentados por MOHAMMED et al. (1999). No entanto, em
pesquisa desenvolvida nos EUA, FAYER et al. (2006), citam que 12% de bezerros
com idade de 12 meses estavam infectados por C. parvum, corroborando com o0s

resultados desta pesquisa.



4.2.2. Cryptosporidium spp. e C. parvum de acordo com sexo

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os sexos dos animais
e a positividade para Cryptosporidium spp. e C. parvum em ambas as técnicas
utilizadas, demonstrando que nesta pesquisa, 0 sexo nao exerceu influéncia sobre o
indice de infecgdo por protozoarios deste género e por C. parvum, estando de
acordo com MULLER (1999), que cita que a infeccao por Cryptosporidium ocorre em
individuos independentemente do sexo. Em um trabalho envolvendo infec¢ao
experimental em camundongos, TARAZONA et al. (1998), ndo encontraram
diferenca significativa para a infeccdo por Cryptosporidium entre 0s sexos nesta
espécie de mamifero. Em uma pesquisa desenvolvida na Cidade de Sao Paulo,
também nao existiu diferenga significativa entre sexos de caes naturalmente
infectados por Cryptosporidium (LALLO e BONDAN, 2006).

4.3. Fatores de risco relacionados ao ambiente

Com base nas respostas do questionario feito aos proprietarios e/ou
funcionarios das propriedades e nas observagdes realizadas durante as visitas,
pode-se verificar os fatores de risco de infecgdo por Cryptosporidium relacionados

aos parametros descritos a seguir:

4.3.1. Tamanho das propriedades

Os tamanhos das propriedades utilizadas para este trabalho de pesquisa,
relacionados a positividade dos bezerros para Criptosporidium parvum e para o

género Cryptosporidium podem ser observados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relagcao ao tamanho das propriedades visitadas.

Hectares
Resultado’ . : Total
Até 100 Acima de 100
Positivo 21 21 42
Negativo 35 14 49
Total 56 35 91

"Diagnéstico por PCR
Teste x* (p = 0,0603). Rr = 0,70. Cl 95%: 0,49 < Rr < 0,99



Tabela 7 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de bezerros
bovinos em relagédo ao tamanho das propriedades visitadas.

Hectares
Resultado’ , : Total
Até 100 Acima de 100
Positivo 27 27 54
Negativo 29 08 37
Total 56 35 91

"Diagndéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,084) Rr = 0,63. IC 95%: 0,46 > Rr > 0,87.

Com relacao ao tamanho das propriedades, ndao houve diferenca estatistica
significativa entre a positividade pela técnica da PCR, demonstrando que a espécie
C. parvum esteve presente nos animais independente do tamanho das propriedades.
Por outro lado, quando a técnica de Ziehl-Neelsen foi analisada estatisticamente em
relacdo ao tamanho das fazendas, a diferenga significativa esteve presente, onde
propriedades com mais de 100 hectares apresentaram maior indice de positividade
para o género Cryptosporidium, o que esta de acordo com CAUSAPE et al. (2002),
que relatam que houve maior risco de infecgdo por Cryptosporidium spp. em
fazendas de maior tamanho. Os dados do presente trabalho concordam parcialmente
com ALBUQUERQUE (2004), que associando o tamanho de propriedades
soropositivas para IgG anti- Toxoplasma gondii, relatou que propriedades pequenas
(menores que 50 hectares) também apresentaram menor soroprevaléncia. Todavia,
as propriedades intermediarias (entre 50 e 100) hectares foram as que apresentaram
mais animais positivos. Porém, o resultado esperado seria maior positividade em
propriedades menores pelo fato da aglomeragcdo aumentar a chance de se
infectarem com oocistos. A contaminacao ambiental por oocistos pode explicar estes
resultados, principalmente para o género Cryptosporidium, que ndo € hospedeiro
especifico. Uma analise mais detalhada desta contaminagdo, principalmente

levando-se em consideracao as fontes de agua sera discutida a seguir.

4.3.2. Fonte de agua

O risco relativo de infeccdo comparado as diferentes fontes de agua

utilizadas para os animais é descrito nas Tabelas 8 e 9.



Tabela 8 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de
bezerros bovinos em relagéo a fonte de agua.

Fonte de agua

Resultado’ , , Total
Agua corrente Agua parada
Positivo 37 05 42
Negativo 38 11 49
Total 56 35 91

"Diagnéstico por PCR
Fisher's Exact Test (p = 0,2703) Rr = 1,13. IC 95%: 0,94 > Rr < 1,37.

Tabela 9 - Risco relativo da presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes

de bezerros bovinos em relacao a fonte de agua.

Fonte de agua

Resultado’ , , Total
Agua corrente Agua parada
Positivo 46 08 54
Negativo 29 08 37
Total 75 16 91

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,4160) Rr = 1,08. Cl 95%: 0,88 < Rr < 1,33.

Oocistos de Cryptosporidium podem permanecer viaveis na agua por mais
de 140 dias. Nos EUA, existem relatos de contaminacao por oocistos em cerca de
90% das aguas superficiais, como rios e lagos (SIMMONS Il et al., 2001; LUNA et
al., 2002), assim como existem diversos relatos de presenca de oocistos do género
Cryptosporidium em &guas de rio e nascentes no Japao (TSUSHIMA et al., 2001 e
HU, 2002 citados por WATANABE et al., 2005), Taiwan (WATANABE et al., 2005),
Brasil (FARIAS et al., 2002), entre outros.

Através da andlise das Tabelas 8 e 9, pode-se observar que ndo houve
diferencgas significativas entre positividade para Cryptosporidium sp e C. parvum e as
diferentes fontes de agua (corrente e parada) existentes nas fazendas. Este dado
leva a hip6tese de haver contaminagcdo em ambos os tipos de fontes de agua por
este parasito. Em pesquisa desenvolvida no Canada, bezerros cuja principal fonte de
agua provém de pocgo estdo associados com menores concentracoes de oocistos
eliminados nas fezes, ao contrario de animais com acesso a fontes de agua parada
como agua de lagoas (HEITMAN et al., 2002).



4.3.3. Estabulos

A comparagao entre diferentes materiais utilizados para a construgdo dos
alojamentos dos bezerros e o risco de infecgdo por Cryptosporidium parvum e por
Cryptosporidium spp. estao evidenciados nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.

Tabela 10 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relagédo ao tipo de construgéo do estabulo.

Material
Resultado’ : : Total
Alvenaria Madeira
Positivo 33 12 45
Negativo 33 22 55
Total 66 34 100

'Diagnéstico por PCR
Teste ¥° (p = 0,2348) Rr = 1,22. Cl 95%: 0,92 < Rr < 1,61.

Tabela 11 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relagédo ao tipo de construgcéo do estabulo.

Material
Resultado’ : : Total
Alvenaria Madeira
Positivo 43 18 61
Negativo 23 16 39
Total 66 34 100

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Teste x° (p = 0,3323) Rr = 1,19. Cl 95%: 0,87 < Rr < 1,62.

Em ambas as técnicas nao houve diferenga significativa entre a utilizagao de
madeira ou alvenaria para a construcao dos alojamentos dos animais, corroborando
com os achados de SANTIN et al. (2004), que citam que o tipo de construcdo
utilizada para abrigar bezerros ndo exerceu influéncia para a prevaléncia de
Cryptosporidium spp. € de Giardia sp. nestes animais. Entretanto, MOHAMMED et
al. (1999), relatam que bezerros recém-nascidos criados em alojamentos de concreto
possuiram trés vezes menos chances de estarem infectados, em comparagdo aos

animais alojados em locais construidos com outros tipos de material. Apesar da



discordancia entre os resultados dos diferentes trabalhos, € importante salientar que
nao houve analise de material proveniente de animais neonatos nesta pesquisa, ao
contrario do trabalho de MOHAMMED et al. (1999). Portanto, pode-se sugerir que a
utilizacdo de madeira ou alvenaria nas baias pode ser um fator de risco para a
criptosporidiose em animais neonatos, mas 0 mesmo parece nao ocorrer em

bezerros bovinos com mais de um més de idade.

4.4. Fatores de risco relacionados ao manejo

Os fatores de risco para a infec¢ao por parasitos do género Cryptosporidium
e espécie C. parvum relacionados ao manejo recebido pelos animais estao descritos

a seguir.

4.4.1. Sistema de criacao

O risco relativo da infecgdo por Cryptosporidium relacionado aos diferentes
sistemas de criagcao esta evidenciados nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12 - Risco relativo da presenga de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relagdo ao sistema de criacao.

Criacao
Resultado’ : _ : Total
Extensiva Semi-intensiva
Positivo 28 14 42
Negativo 34 15 49
Total 62 29 91

"Diagnéstico por PCR
Teste 42 (p = 0.9585) Rr = 0,96. Cl 95%: 0,72 < Rr < 1,27.



Tabela 13 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relagdo ao sistema de criagao.

Sistema de criagcao

Resultado’ : _ : Total
Extensiva Semi-intensiva
Positivo 35 19 54
Negativo 27 10 37
Total 62 29 91

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,4950) Rr = 0,88. Cl 95%: 0,67 < Rr < 1,17.

Em estudo conduzido nos EUA, MOHAMMED et al. (1999) relatam que
bezerros criados no exterior possuiram cinco vezes menos chances de infecgéo por
Cryptosporidium do que aqueles criados em confinamento. Em contrapartida,
CASTRO-HERMIDA et al. (2002), ndo encontraram efeitos significativos para a
infeccdo por C. parvum em animais criados em regime intensivo e semi-intensivo.
Através dos dados apresentados nas tabelas 12 e 13, pode-se observar que nao
houve diferenca significativa entre os sistemas de criagdes extensivo e semi-
intensivo, ndo havendo propriedade que utilizasse o sistema intensivo para a criagao
dos animais no presente estudo. GARCIA e LIMA (1994), também relatam que nao
houve efeito significativo entre diferentes sistemas de criacdo e positividade para
Cryptosporidium spp. em estudo conduzido em Minas Gerais. Portanto, o trabalho de
MOHAMMED et al. (1999), demonstrou que os locais de confinamento podem ser
uma fonte importante de manutencdo do parasito, uma vez que a ventilacao e os
raios solares geralmente sao restritos nestes casos. Este fato ndo pode ser
analisado neste trabalho devido a auséncia de confinamento nas propriedades

visitadas.

4.4.2. Sistema de producao

Com relagao aos diferentes sistemas de produgéao, os fatores de risco para a
contaminagado dos bezerros por Cryptosporidium spp. e C. parvum estao descritos

nas Tabelas 14 e 15.



Tabela 14 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de
bezerros bovinos em relagéo ao sistema de produgao.

Sistema de producao’

Resultado? _ : Total
Familiar Pré-empresarial
Positivo 15 27 42
Negativo 34 15 49
Total 49 42 91

'De acordo com ASTUDILLO et al. (1990).
®Diagnéstico por PCR
Teste %2 (p = 0,0027) Rr = 0,51. Cl 95%: 0,32 < Rr < 0,80.

Tabela 15 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relagdo ao sistema de producao.

Sistema de produgao’

Resultado® _ : Total
Familiar Pré-empresarial
Positivo 24 30 54
Negativo 25 12 37
Total 49 42 91

'De acordo com ASTUDILLO et al. (1990).
®Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Teste x* (p = 0,0501) Rr = 0,65. Cl 95%: 0,45 < Rr < 0,95.

Através da analise da Tabela 14, constata-se, surpreendentemente, maior
positividade por C. parvum em bezerros situados em sistema de criagéo pré-empresarial
em relagdo aos animais criados em sistema de producdo familiar. No caso de
Cryptosporidium spp. (Tabela 15), ndo houve diferenca significativa entre estes
parametros, apesar de ter existido uma maior tendéncia em relagéo a positividade em
animais criados em sistema de producdo pré-empresarial. Em pesquisa realizada no
Estado de Sao Paulo, FEITOSA et al. (2004), também relatam que animais criados em
propriedades com melhores condicdes de manejo foram mais propicios a infecgao por
este protozoario do que bezerros criados em condi¢des de manejo precérias. Estes dados
podem sugerir que os sistemas classificados como empresarial e pré-empresarial tenham
métodos de manejo que exigem demais dos animais, 0s quais provavelmente chegam ao
limite fisioldégico de producao, o que corrobora com WOUDA et al. (1999). Este fator pode
acarretar estresse metabdlico e maior eliminagdo dos oocistos por animais adultos, e
consequente contaminagao dos bezerros.



4.4.3. Ordenha

Bezerros criados em propriedades com ordenha mecanizada apresentaram
maior probabilidade de infecgdo por Cryptopsoridium spp. e por C. parvum (Tabelas
16 e 17), corroborando com os resultados de MUNHOZ (2004), que trabalhando com
diagnostico de Neospora caninum em vacas, obteve maior probabilidade de infecgao
em animais ordenhados mecanicamente, provavelmente devido ao maior
esgotamento fisiolégico e estresse sofridos pelas vacas ordenhadas por este
método, as quais poderiam estar eliminando maiores quantidades de oocistos por
estes motivos e consequientemente, se tornando fontes de infeccdo mais importantes

do que aquelas ordenhadas manualmente.

Tabela 16 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relagéo ao sistema de ordenha.

Ordenha
Resultado’ : Total
Manual Mecanizada
Positivo 16 26 42
Negativo 40 09 49
Total 56 35 91

"Diagnéstico por PCR
Fisher's Exact Test (p < 0,0001) Rr = 0,46. Cl 95%: 0,31 < Rr < 0,70.

Tabela 17 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relagao ao sistema de ordenha.

Ordenha
Resultado’ : Total
Manual Mecanizada
Positivo 28 26 54
Negativo 28 09 37
Total 56 35 91

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,0285) Rr = 0,68. Cl 95%: 0,49 < Rr < 0,983.



4.4.4. Resfriamento de leite

Através da andlise das Tabelas 18 e 19, pode-se observar que o indice de
bezerros positivos para Cryptosporidium spp. € para C. parvum foi significativamente
maior em propriedades que possuem sistema de refrigeracéo de leite em comparagéo
aquelas que ndo possuem tal sistema, de acordo com os achados de FEITOSA et al.
(2004). Estes dados acompanham os resultados apresentados nas Tabelas 14, 15, 16 e
17 do presente trabalho, as quais evidenciam que, quanto mais tecnificadas as
propriedades, maior a probabilidade de infec¢ao por este parasito, reforcando a hipétese
de queda imunolégica devido a maior exigéncia dos animais em sistemas de criacao pré-

empresariais em relacdo ao manejo empregado nas criagdes familiares.

Tabela 18 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relagéo a préatica de resfriamento de leite.

Refrigeragcéo
Resultado’ : . Total
Sim Nao
Positivo 25 13 38
Negativo 09 33 42
Total 34 46 80

"Diagnéstico por PCR
Fisher's Exact Test (p < 0,001) Rr = 3,07. Cl 95%: 1,16 < Rr < 5,72.

Tabela 19 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relacédo a pratica de resfriamento de leite.

Refrigeracéo
Resultado’ : . Total
Sim Nao
Positivo 25 21 46
Negativo 09 25 34
Total 34 46 80

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,0215). Rr = 2,05. Cl 95%: 1,10 < Rr < 3,81.



4.4.5. Presenca de veterinario responsavel pela propriedade

As Tabelas 20 e 21 demonstram que a assisténcia médica veterinaria as propriedades
nao exerceu efeito significativo na infecgéo por Cryptosporidium spp. e por C. parvumn, fato que
comprova a resisténcia e a facilidade que o parasito tem em se manter circulante nos animais
mesmo possuindo assisténcia técnica especializada e com esforgos para a manutencéo das
condicdes de manejo e tecnificacdo. Estes resultados corroboram com as citagbes de
MAINAR-JAIME e VAZQUEZ-BOLAND (1999), quando analisaram a presenca de assisténcia
veterinaria comparada positividade para o virus da Doenga da Fronteira em ovinos. Entretanto,
estes resultados se contrapdem aos de KABAGAMBE et al. (2001), em estudo que analisou a
presenca de cuidados veterinarios a positividade soroldgica para Brucella melitensis em

bovinos.

Tabela 20 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de
bezerros bovinos em relacdo a assisténcia veterinaria.

Assisténcia veterinaria

Resultado’ : - Total
Sim Nao
Positivo 30 05 35
Negativo 39 09 48
Total 69 14 83

"Diagnéstico por PCR
Fisher's Exact Test (p = 0,7684) Rr = 1,05. Cl 95%: 0,87 < Rr < 1,27.

Tabela 21 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relacao a assisténcia veterinaria.

Assisténcia veterinaria

Resultado’ : - Total
Sim Nao
Positivo 41 07 48
Negativo 28 07 35
Total 69 14 83

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,5626) Rr = 1,06. Cl 95%: 0,87 < Rr < 1,30.



4.4.6. Produtividade

A eficiéncia da produtividade leiteira das propriedades relacionada a
freqUiéncia de animais infectados por Cryptosporidium parvum e por Cryptosporidium
spp. esta descrita nas Tabelas 22 e 23, respectivamente.

Tabela 22 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relacdo a meédia de produgéo leiteira por animal.

Producao em kg/dia

Resultado’ : Total
Até 10 Acima de 10
Positivo 39 06 45
Negativo 49 06 55
Total 88 12 100

"Diagnéstico por PCR
Fisher's Exact Test (p = 0,7640) Rr = 0,97. Cl 95%: 0,83 < Rr < 1,12.

Tabela 23 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relacdo a média de produgéo leiteira por animal.

Producao em kg/dia

Resultado’ : Total
Até 10 Acima de 10
Positivo 53 08 61
Negativo 35 04 39
Total 88 12 100

"Diagndéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,7609) Rr = 0,96. Cl 95%: 0,83 < Rr < 1,11.

A producao leiteira ndo foi influenciada pela positividade para C. parvum e
para Cryptosporidium spp. utilizando-se ambas as técnicas. Neste caso, observa-se
um resultado ndo condizente com os resultados previamente descritos, uma vez que
0 esperado seria a maior probabilidade de positividade em fazendas tecnificadas,
portanto, que possuem maior produtividade leiteira. ESTEBAN e ANDERSON
(1995), em pesquisa com C. muris e MUNHOZ (2004), com Neospora caninum,
ambos em vacas, relatam que animais considerados positivos para tais parasitos
produziam significativamente menos leite do que os animais que foram negativos em

suas pesquisas. Importante salientar que a criptosporidiose em animais adultos



geralmente é subclinica. No caso do presente estudo, ndo houve correlagéo entre a
positividade dos bezerros bovinos e a capacidade fisiolégica de producado de leite
dos adultos.

4.4.7. Contato com outras espécies de animais

O contato direto com diferentes espécies de animais ndo pdde ser analisado
estatisticamente pelo fato de 100% das propriedades possuirem outras espécies de
animais em contato direto com os bovinos. O mesmo fato ocorreu com CASTRO-

HERMIDA et al. (2002). Algumas das propriedades deste trabalho cujo contato com

outras espécies de mamiferos foi evidente podem ser visualizadas na Figura 5.

Figura 5- Presenca de diferentes espécies de animais convivendo nos locais
de criacdo dos bezerros bovinos. Em A, note-se a proximidade do canino ao balde a
aos latbes de armazenamento de leite. Em B, note-se a presenca da ave em contato

direto com os bovinos.

Segundo MOHAMMED et al. (1999), a criacdo de outras espécies de animais
na propriedade se constitui como um fator de risco para a contaminagéo dos bezerros
por Cryptosporidium. Essa associacdo pode ser explicada pelo fato do género
Cryptosporidium ser capaz de infectar uma grande variedade de mamiferos, os quais

podem ser transmissores potenciais do parasito aos bezerros bovinos.



4.5. Fatores de risco relacionados ao manejo dos animais

A avaliacao dos fatores de risco de contaminagao por Cryptosporidium spp. e
por C. parvum relacionados aos diferentes sistemas de manejo praticados pelas
propriedades esta descrita a seguir.

4.5.1. Tratamento

Os fatores de risco de infec¢do por C. parvum e por Cryptosporidium spp.

podem ser observados nas Tabelas 24 e 25, respectivamente.

Tabela 24 - Risco relativo da presengca de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relacao ao tratamento dos animais.

Tratamento
Resultado’ : Total
Bom Ruim
Positivo 19 23 42
Negativo 14 35 49
Total 33 58 91

"Diagnéstico por PCR
Teste x° (p = 0,1527). Rr = 1,58. Cl 95%: 0,90 < Rr < 2,75.

Tabela 25 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de

bezerros bovinos em relagao ao tratamento dos animais.

Tratamento
Resultado’ : Total
Bom Ruim
Positivo 23 31 54
Negativo 10 27 37
Total 33 58 91

"Diagndéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Fisher's Exact Test (p = 0,1829) Rr = 1,57. Cl 95%: 0,85 < Rr < 2,91.

O tratamento dos animais foi avaliado levando-se em consideragdo as
atitudes dos tratadores para com os mesmos, superpopulagdo de animais, e também

o estado de conservacao e limpeza dos alojamentos, fatores que podem levar ao



estresse e, por consequiéncia, a queda imunolégica dos bezerros. SISCHO et al.
(2000) relatam que o estresse, as diferentes condigdes do ambiente em que vivem
0s animais e a superpopulacdo podem aumentar a incidéncia da criptosporidiose em
bezerros. Segundo as Tabelas 24 e 25, a diferenga do tratamento recebido pelos
bezerros nao influenciou a infeccdo dos animais pelo parasito, o que nao significa
que o tratamento bom ou ruim possa influenciar no desenvolvimento de sintomas
clinicos de criptosporidiose, ja que neste trabalho ndo foram avaliados sintomas

clinicos.

4.5.2. Bebedouros

Os fatores de risco relacionados a presenca ou nado de bebedouros
disponiveis para os bezerros nas propriedades visitadas e a positividade dos animais
podem ser visualizados nas Tabelas 26 e 27.

Tabela 26 - Risco relativo da presenga de Cryptosporidium parvum em fezes de
bezerros bovinos em relagéo a presencga de reservatorio de agua.

Bebedouro
Resultado’ : . Total
Sim Nao
Positivo 33 09 42
Negativo 19 30 49
Total 52 39 91

"Diagnéstico por PCR
Fisher's Exact Test (p = 0,0001) Rr = 2,02. Cl 95%: 1,37 < Rr < 2,98.

Tabela 27 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de
bezerros bovinos em relacdo a presenca de reservatorio de agua.

Bebedouro
Resultado’ : . Total
Sim Nao
Positivo 36 18 54
Negativo 16 21 37
Total 52 39 91

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Teste x° (p = 0,027). Rr = 1,54. Cl 95%: 1,01 > Rr < 2,33.



Através da andlise das Tabelas 26 e 27, observa-se que a presenca de
reservatorio artificial de agua disponivel para os animais foi um fator de risco
significativo para a positividade para Cryptosporidium em fezes de bezerros
mediante as duas técnicas de diagnostico utilizadas neste trabalho. MUNHOZ
(2004), encontrou a mesma diferenca quando associou a presenca de bebedouro a
infeccdo por N. caninum em bovinos. Uma consideracdo importante é que o
bebedouro pode estar sendo um reservatério de oocistos, que permaneceriam
vidveis por um longo periodo. Os reservatorios de agua podem estar recebendo

contaminagao fecal e inclusive nasal com oocistos deste protozoario.

4.5.3. Higiene

A comparacao entre a positividade para parasitos da espécie C. parvum e do
género Cryptosporidium e as condigdes de higiene das propriedades esta descrita
nas Tabelas 28 e 29.

Tabela 28 - Risco relativo da presenca de Cryptosporidium parvum em fezes de

bezerros bovinos em relagéo as condi¢des sanitérias.

Higiene
Resultado’ : Total
Boa Ruim
Positivo 16 29 45
Negativo 26 29 55
Total 42 58 100

"Diagnéstico por PCR
Teste % (p = 0,3284). Rr = 0,75. Cl 95%: 0,46 < Rr < 1,21.

Tabela 29 - Risco relativo da presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. em

fezes de bezerros bovinos em relacao as condi¢des sanitérias.

Higiene
Resultado’ : Total
Boa Ruim
Positivo 41 20 61
Negativo 19 20 39
Total 60 40 100

"Diagnéstico por Ziehl-Neelsen modificado
Teste x° (p = 0,1026). Rr = 1,38. Cl 95%: 0,95 < Rr < 1,99.



Observando-se as Tabelas 28 e 29, pode-se notar que nao houve diferengas
significativas entre criagbes com condigdes de higiene consideradas boas e em
outras cujas condicdes de higiene foram consideradas ruins. Dentre as 13
propriedades visitadas, nenhuma apresentou excelentes condicbes de higiene. Da
mesma maneira, MALDONADO-CAMARGO et al. (1998), no Meéxico, nao
observaram diferengas significativas entre a eliminagdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. € as praticas higiénicas tais como: lavagem, troca das camas e
medidas de desinfec¢cdo dos alojamentos no momento da troca de bezerros, assim
como MADDOX-HYTTEL et al. (2006), ndo encontraram diferengas significativas
entre maternidades de suinos que utilizavam medidas de higiene tais como utilizagao
de jatos de agua de alta pressdo, desinfetantes e secagem das baias e
maternidades que nao utilizavam tais praticas. Curiosamente, observa-se, portanto
que, provavelmente, a higiene dos alojamentos ndo tenha exercido influéncia na
infeccao de animais por protozoarios do género Cryptosporidium nestes trabalhos.

Por outro lado, no trabalho de MOHAMMED et al. (1999), desenvolvido nos
EUA, condicbes boas de higiene das baias diminuiram o risco de infeccdo de
Cryptosporidium spp. em bezerros neonatos. Logo, bovinos recém-nascidos,
diferentemente de suinos neonatos, parecem ser mais susceptiveis a infecgcao
estando em ambientes pouco higiénicos do que animais com idades superiores a um
més de vida que sdo criados em baias pouco higiénicas. Da mesma forma, SOUZA e
LOPES (1995), relatam que condicdes zoosanitarias inadequadas foram
relacionadas a presenca desta protozoose em bezerros em estudo realizado no Rio
de Janeiro, porém, neste ultimo trabalho, ndo foi avaliada diferenga estatistica entre
animais neonatos positivos para Cryptosporidium em relacdo as condicbes de

higiene das propriedades.



1.

5. CONCLUSOES

Existe uma ampla positividade para protozoarios do género Cryptosporidium e
da espécie C. parvum em bezerros bovinos criados no Municipio de Campos
dos Goytacazes, RJ;

O maior indice de animais positivos para Cryptosporidium spp. em relagdo ao
namero de animais positivos para a espécie C. parvum e os resultados da
morfometria dos oocistos indicam a possivel existéncia de mais de uma

espécie além de C. parvum, entre os bezerros examinados e

Bezerros bovinos criados em propriedades tecnificadas que utilizam ordenha
mecanica, resfriamento de leite e reservatérios de agua apresentaram maior
risco de infeccdo do que aquelas fazendas cujo sistema de producao foi

classificado como familiar.
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7. APENDICE



Questionario epidemiolégico a ser aplicado durante as visitas as propriedades
utilizadas para o projeto

IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE N¢

1. Nome:

2. Proprietario:

Localizagao em coordenadas:

3.  PARTEFISICA
3.1.Tamanho em hectares:

4. MANEJO

4.1.Numero total de bovinos:

4.2.Numero de bezerros com idade inferior a 6 meses:

4.3. Sistema de manejo

() Extensivo () Semi-intensivo
() Intensivo

4.4. Sistema de producgao

() Familiar () Pré-empresarial
() Empresarial

4.5. Origem da agua dos bovinos

( ) Rio () Nascente

() Acude () Encanada tratada
() Outras. Quais?

4.6. Condicoes higiénico-sanitarias

() Excelentes () Satisfatorias
( ) Boas () Ruins

4.7. Reservatério préprio para agua de beber
()Sim ( ) Nao

4.8. Utilizacao de esterco como adubo
()Sim () Nao
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Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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