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O protozoario Cryptosporidium, um dos
principais causadores de diarreia em cordeiros
(de Graaf et al.,1999), ¢ o responsavel por grande
impacto econdmico em virtude de sua elevada
morbidade e, em alguns casos, mortalidade
(Casemore et al., 1997).

Em ovinos, as maiores taxas de infec¢do sdo
observadas nas primeiras semanas de vida
(Martinez et al., 2001; Quilez et al., 2003) com a
maior positividade aos 21 dias (Santin et al.,
2007).

A caracterizagdo das espécies e gendtipos
envolvidos na criptosporidiose é de extrema
relevancia do ponto de vista da saude publica,
levando-se em consideracdo o potencial
zoondtico de determinadas espécies de
Cryptosporidium. Nos Estados Unidos da
América e na Australia, foram identificados, em
ovinos, espécies e gendtipo de Cryptosporidium
com elevado potencial zoonotico (Ryan et al.,
2005; Santin et al., 2007).

Os objetivos deste estudo foram determinar a
ocorréncia de Cryptosporidium em amostras de
fezes de cordeiros, classificar as espécies e
genotipos desse parasito e estimar a correlagdo
entre ocorréncia e sistema de criagdo,
consisténcia das fezes, idade dos animais e grau
de eliminagdo dos oocistos.
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Colheram-se 460 amostras de fezes de cordeiros
na regido do municipio de Aracatuba, SP,
provenientes de 21 propriedades rurais, mantidas
sob os sistemas de criagdo intensiva (n=4), semi-
intensiva (n=8) e extensiva (n=9). A escolha dos
animais incluidos na analise foi aleatdria, sendo
realizada de acordo com a disponibilidade no
local, independentemente da raca, do sexo, da
condigdo fisica ¢ da presenga de diarreia. Os
periodos das coletas foram de abril a novembro
de 2006 e de abril a junho de 2007. Distribuiram-
se os animais em quatro grupos (G), de acordo
com a faixa etaria: o grupo I foi formado por
cordeiros de 0 a 7 dias (n=147); o grupo II, de 8
a 15 dias (n=136); o grupo III, de 16 a 22 dias
(n=122); e o grupo 1V, de 23 a 30 dias (n=55) de
idade.

As amostras fecais foram obtidas diretamente do
reto dos animais. O armazenamento dessas
amostras foi em tubos de plasticos a 4°C até o
momento de sua analise. Para avaliar a presenga
e a intensidade da diarreia na criptosporidiose,
em cordeiros, foi realizado o escalonamento das
fezes segundo o grau de hidratagdo, da seguinte
forma: peletizada (p), sélida (s), amolecida (a) e
liquida (1) (Ortega-Mora e Wright, 1994).

As amostras fecais foram submetidas a
purificagdo e concentragdo dos oocistos por meio
da sedimentacdo com dagua/éter (Meloni e
Thompson, 1996). Os sedimentos foram
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armazenados a 4°C até o momento de sua analise
microscopica, realizada por meio da técnica de
coloragdo negativa com verde malaquita (Elliot
et al., 1999). A avaliagdo semiquantitativa dos
oocistos seguiu a seguinte nomenclatura:
negativo, 0; grau 1, de 1 a 10 oocistos na lamina;
grau 2, de 1 a 5 oocistos por campo na objetiva
de 20x; grau 3, de 5 a 20 oocistos por campo na
objetiva de 20x; e grau 4, acima de 21 oocistos
por campo na objetiva de 20x.

Em todas as amostras positivas a microscopia,
houve extragdo de DNA, segundo Meireles et al.
(2007), para a posterior realizacdo de reacdo em
cadeia de polimerase tipo nested (nPCR) por
meio da amplificagdo de fragmento da
subunidade 18S do gene RNA ribossdmico,
segundo Xiao et al. (2000), ou do gene da actina
(Sulaiman et al., 2002). Em todas as reacdes,
utilizaram-se 4gua ultrapura como controle
negativo, ¢ Cryptosporidium gendtipo de
avestruzes, previamente identificado, como
controle positivo.

Foi escolhida, aleatoriamente, uma amostra de
cada propriedade em que houve animais
positivos para a realizacdo das reacdes de
sequenciamento. Essas foram realizadas em
duplicata e nas duas diregdes, com o
DYEnamic®ET dye terminator cycle sequencing
kit', utilizando-se para tanto os mesmos primers
da reagdo de nested PCR.

O alinhamento ¢ a traducdo das sequéncias de
nucleotideos foram feitos para determinagdo da
sequéncia consenso, por meio do software
Codoncode Aligner v. 1.5.2.%, e alinhados com o
auxilio dos programas Clustal W (Thompson et
al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor
(Hall, 1999), tomando-se como base sequéncias
homologas disponiveis no GenBank.

Para verificar as associagdes entre o grau de
consisténcia das fezes e de eliminacdo de
oocistos de Cryptosporidium nas fezes de
cordeiros, realizou-se o teste Kruskal-Wallis e o
teste de comparagdes miltiplas de Dunn. Quando
essas mesmas variaveis foram analisadas para
cada grupo, segundo a idade, utilizou-se o
coeficiente de correlacdo de Spearman. O teste
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exato de Fisher foi empregado para verificar a
correlagdo entre os resultados das propriedades
em que houve cordeiros positivos e negativos,
segundo a elimina¢do de Crypfosporidium nas
fezes, bem como entre o sistema de criagao.

A analise estatistica foi efetuada, empregando-se
os recursos do SAS (SAS... 1999), considerados
significativos quando P < 0,05 (Zar, 1999).

Observou-se que 38,1% (8/21) das propriedades
na regido de Aragatuba possuiam animais
positivos para Cryptosporidium, com ocorréncia
de 6,7% (31/460) de cordeiros que eliminavam
oocistos. Nao houve diferenca significativa entre
o sistema de criagdo e o numero de amostras
positivas para Cryptosporidium.

Provavelmente, em virtude do reduzido numero
de animais positivos neste estudo, ndo foi
possivel verificar correlagdo estatistica entre o
grau de consisténcia das fezes, a idade ¢ a taxa
de eliminagdo de oocistos (Tab.1).

Dois animais com diarreia e positivos para
Cryptosporidium encontravam-se no grupo de
idade de 0-7 dias e com grau de eliminagdo de
oocisto 2 e 3. Esse resultado confirma outros ja
encontrados por Causapé et al. (2002), que
observaram 93,3% de cordeiros infectados por
Cryptosporidium spp., na primeira semana de
vida, com diarreia. No Brasil, ndo ha relato das
espécies e gendtipos envolvidos nesta parasitose
ovina.

Neste estudo, foram identificadas uma amostra
de genotipo cervideo, uma amostra de C. parvum
18S rRNA tipo A, o mais comum em infec¢des
em ruminantes, e uma amostra de C. parvum 18S
rRNA tipo B (le Blancq et al., 1997), todas com
potencial zoondtico. O gene da actina foi
utilizado neste estudo com o intuito de melhorar
a qualidade e/ou a positividade dos animais por
meio da nPCR, pois, em algumas amostras,
mesmo que o animal fosse sabidamente positivo
pela microscopia, tal resultado ndo foi
confirmado ao amplificar os fragmentos da
subunidade 18S do gene do RNA ribossémico.
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Tabela 1. Distribuicdo dos ovinos pelos grupos de idade de acordo com o grau de eliminagdo de oocistos
de Cryptosporidium e de consisténcia das fezes com coeficiente de correlagdo de Spearman (rs) para cada

grupo

Grau de Grau de consisténcia das fezes

Grupo eliminagdo - Lzt Is
de oocistos Pel Sol Amol Liq (P)
N % N % N % N % N %
0 56 38,1 21 14,3 61 41,5 3 2,0 141 95,8
1 2 1,4 - - - - - - 2 1,4
GI 2 - - - - 1 0,7 1 0,7 2 1,4 (00’1161264)
3 - - - - 1 0,7 1 0,7 2 1,4 ’
Total 58 39,5 21 14,3 63 42,8 5 3.4 147  100,0
0 76 55,9 26 19,2 19 13,9 4 29 125 91,9
2 3 2,2 - - 2 1,5 - - 5 3,7 0121
GII 3 2 1,5 1 0,7 1 0,7 - - 4 2,9 © ’1600)
4 - - - - 2 1,5 - - 2 1,5 ’
Total 81 59,6 27 19,9 24 17,6 4 2,9 136  100,0
0 64 52,5 22 18,0 24 19,7 - - 110 90,2
1 4 33 I 3 25 - ; 7 5,7
Gl 2 - ; - 1 08 - ; 1 08 0044
3 108 - 108 - - 2 1,6 (0,6266)
4 2 1,6 - - 0 0,0 - - 2 1,6
Total 71 58,2 22 18,0 29 23,8 - - 122 100,0
0 40 72,7 11 20,0 1 1,8 1 1,8 53 96,4
2 1 1,8 - - - - - 1 1,8 -0,108
GIv 3 118 ] . ; : 1 1.8 (0,4345)
Total 2 764 11200 1 18 1 18 55 1000

G 1, 0a7dias de idade; GII, 8 a 15 dias de idade; GIII, 16 a 22 dias de idade; GIV, 23 a 30 dias de idade.

Pel: fezes peletizadas; Sol: fezes solida; Amol: fezes amolecidas; Liq: fezes liquidas.

Negativo, 0; grau 1, de 1 a 10 oocistos na lamina; grau 2, de 1 a 5 oocistos por campo na objetiva de 20x; grau 3, de
5 a 20 oocistos por campo na objetiva de 20x; grau 4, acima de 21 oocistos por campo na objetiva de 20x.

(P): probabilidade.

Embora o nimero de cordeiros positivos para
Cryptosporidium ndo seja elevado na regidao de
Aragatuba, medidas higiénicas e sanitdrias
devem ser tomadas a fim de se evitar a
contaminag¢@o humana por esse agente, levando-

se em consideragdo o potencial zoonoético das
amostras sequenciadas.

Palavras-chave:  cordeiro,
caracterizagdo molecular

Cryptosporidum,

ABSTRACT

The occurrence of Cryptosporidium in fecal samples of lambs was determined in order to test
correlations among the type of animal raising, feces consistence, index of oocysts elimination, animal
age, and molecular characterization of species and genotypes involved in this parasitism. A total of 460
fecal samples were collected from lambs during the first 30 days of life, in various screeds of 21 farms.
All samples were analyzed using malachite green negative coloration stain under microscopy. For
molecular characterization of Cryptosporidium, on positive samples under microscopy, a nested PCR
protocol was used for amplification of fragmentts from 185 rRNA gene or actin gene. It was found 6.7%
of animals expeling oocysts of Cryptosporidium in feces of eight farms, without statistics relation among
the analyzed indexes. The species and genotype involved were C. parvum type A 18S rRNA, C. parvum
type B 185 rRNA and cervid genotype, which present a zoonotic potential of disease.

Keywords: lamb, Cryptosporidium, molecular characterization
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