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Resumo

A criptosporidiose bovina ¢ causada principalmente por quatro espécies distintas: Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium ryanae e Cryptosporidium andersoni. A espécie
Cryptosporidium parvum (Ordem: Eucoccidiorida, Familia: Cryptosporidiidae) ¢ considerada de
alto potencial zoonotico, podendo infectar humanos por intermédio da eliminacao de oocistos tanto
pelos bovinos quanto pelo proprio humano. O objetivo desta pesquisa foi verificar a ocorréncia de
oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bezerros (75 machos e 77 fémeas), tendo
sido coletadas 152 amostras de fezes de animais do nascimento até os trés meses de idade. O material
foi submetido as técnicas de coloracdo de Zichl-Neelsen modificado e Safranina modificada, as
laminas foram observadas em toda sua extensao ao microscopio Optico para a verificagao da presenca
de oocistos desta enteroparasitose. Os resultados demonstraram 17,1% (26/152) de positividade no
total das amostras examinadas e a analise estatistica revelou nao haver diferenca entre o sexo e as
técnicas de coloragdo utilizadas neste estudo. Conclui-se que a infeccdo por Cryptosporidium spp.
esta presente nas propriedades avaliadas, porém sdo necessarios mais estudos para que o risco de
infeccdo seja mensurado adequadamente e medidas profilaticas implementadas.

Palavras-chave: enteroparasitose; ruminante; zoonose.

Abstract

Bovine cryptosporidiosis is caused by four differents species: Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium andersoni and Cryptosporidium ryanae. The species
Cryptosporidium parvum (Order: Eucoccidiorida, Family: Cryptosporidiidae) is considered of high
zoonotic potential and it can infect humans through the elimination of oocysts by both cattle and by
humans. The objective of this research was to detect oocysts of the genus Cryptosporidium spp. in
fecal contents of calves (75 males and 77 females). We collected 152 stool samples from animals aged
between 0 day and 3 months. The material was subjected to modified Ziehl-Neelsen and modified
Safranin techniques, the slides were observed in its entire length by optical microscopy to verify the
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presence of oocysts of this parasitic infections. The results showed 17.1% (26/152) positivity in the
samples examined, and the statistical analysis showed no difference between sex and the staining
techniques used in this study. We concluded the infection by Cryptosporidium spp. is present in the
evaluated properties, but more studies are needed, so that the risk of infection is measured properly
and prophylactic measures are implemented.

Keywords: enteroparasitosis; ruminant; Zoonosis.
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Introducao

A Criptosporidiose ¢ uma doenca causada por coccideos da familia Cryptosporidiidae; o género
Cryptosporidium compreende 25 espécies e mais de 40 genotipos, sua ocorréncia geografica ¢ mundial
e afeta, principalmente, o trato gastrointestinal de mamiferos (incluindo o ser humano), aves, répteis,
anfibios e peixes. Atualmente, ja sdo cerca de 150 espécies de animais que podem ser infectados 2.
A transmissdo da criptosporidiose ocorre devido a ingestdo de oocistos de Cryptosporidium spp.

(Ordem: Eucoccidiorida, Familia: Cryptosporidiidae) em agua e/ou alimentos contaminados e por
meio do contato direto com material fecal de individuos infectados que estejam eliminando a forma
infectante ¢,

Osbovinospodemserinfectadoscompelomenos quatroespéciesde Cryptosporidium: Cryptosporidium
parvum, Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium ryanae (anteriormente identificado com
Cryptosporidium genotipo deer-like) e Cryptosporidium andersoni '». Cryptosporidium parvum
¢ considerado a maior causa de diarreia em bezerros recém-nascidos '¥. Este genotipo também pode
infectar outros mamiferos incluindo o ser humano, adquirindo potencial zoondtico. Em bovinos,
a durac¢do dos sintomas da criptosporidiose depende de inumeros fatores, incluindo os niveis de
contamina¢do ambiental, a viruléncia e a infectividade da amostra, a suscetibilidade do hospedeiro e,
por fim, a idade a primeira infecgao 4.

O objetivo desta pesquisa foi verificar a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras
fecais de bezerros (machos e fémeas) do nascimento até 3 meses de idade, por meio das técnicas de
coloracdo Ziehl-Neelsen modificado e Safranina modificada.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido em cinco pequenas propriedades de criagdo de bovinos, com aptidao leiteira,
localizadas no Municipio de Uberlandia—Minas Gerais. A escolha foi aleatoria, ndo importando o
tamanho e padrdo tecnificado. As propriedades apresentavam condigdes de manejo semelhante,
incluindo o sistema de duas ordenhas diarias. Os bezerros eram mantidos em piquetes coletivos, ou
seja, sem divisdo por faixa etaria e bebedouros de uso comum. O periodo das coletas foi do més de
abril a julho de 2013.

As amostras de fezes foram obtidas de 152 bezerros do nascimento até 3 meses de idade, a
coleta foi realizada diretamente da ampola retal, utilizando-se sacos plasticos descartaveis. Estes
foram identificados individualmente e transportados em caixa de isopor com gelo reciclavel até a
Universidade Federal de Uberlandia - Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria onde as amostras
foram processadas no mesmo dia.

Foram separadas aproximadamente 3 g de cada amostra fecal, as quais foram diluidas em10 mL de
agua deionizada. Esta solugdo foi homogeneizada com auxilio do bastao de vidro, em seguida, verteu-
se em tubo Falcon com capacidade de 15 mL, o material foi centrifugado a 3600 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a partir do sedimento foram feitos dois esfregacos finos em laminas de
vidro. Uma lamina foi corada pela técnica de Ziehl-Neelsen modificado !9 e a outra pela técnica da
Safranina modificada !¢ . As laminas foram observadas ao microscopio dptico em toda sua extensao
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com aumento 1000x em objetiva de imersdo. Para a comparagdo das técnicas de coloragdo e o sexo,
utilizou-se teste ndo paramétrico (binomial para duas propor¢des), com nivel de significancia de 5%
(Programa Bioestat — versdo 5.3).

O protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA/UFU) — registro
n° 116/12.

Resultados

Das 152 amostras fecais analisadas, 12,5% (19/152) foram positivas na técnica Ziehl-Neelsen
modificado e 7,8% (12/152) na técnica da Safranina modificada, sendo que cinco amostras (3,2%)
foram positivas em ambas as técnicas de coloracdo (Tabela 1).

A prevaléncia geral de Cryptosporidium spp. neste estudo foi de 17,1% (26/152), independente de
a amostra ter sido positiva em uma ou em ambas as técnicas. Quanto ao sexo, ndo foi verificado
diferenca estatistica (Tabela 2).

Tabela 1: Prevaléncia de Cryptosporidium spp. em bezerros de 0 a 3 meses, analisadas pelas
técnicas de Ziehl-Neelsen modificado e Safranina modificada em animais procedentes de cinco
propriedades no municipio de Uberlandia, MG

Percentual de positividade

Propriedade N® amostras Ziehl-Neelsen modificado  Safranina modificada
01 19 4 (21.0%) 0 (0.0%)
02 20% 6 (27.0%) 4 (18.0%)
03 50% 4 (7.6%) 2 (3.8%)
04 28 1 (3.5%) 1 (3.5%)
05 31** 11 (35.4%) 5 (16.1%)
Total 152 26 (17.1%) 12 (7.8%)

* Uma amostra positiva nas duas técnicas
** Trés amostras positivas nas duas técnicas

Tabela 2: Frequéncia de bezerros positivos para Cryptosporidium spp. quanto ao sexo,
oriundos de cinco propriedades no municipio de Uberlidndia, MG

Sexo Examinados (n) Positivo (n) %o Z (valor)
Macho 75 13 17.3 0.4706
Fémea T7 13 16,8 0,4706
Total 152 26 171

Estatisticamente zignificativo p=0,03.

Na Figura 1, observam-se oocistos de Cryptosporidium spp. apresentando a coloragdo purpura intenso
e o fundo da preparacao corado em azul pela técnica de Zhiehl-Neelsen modificado. Na Figura 2, o
oocisto de Cryptosporidium spp. aparece corado em vermelho-alaranjado sobre um fundo uniforme
corado em verde pela técnica da Safranina modificada.
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Figura 1: Qocistos de Cryptosporidium spp. (seta) corado pela técnica de Zhiehl-Neelsen modificada.
Aumento 1000x em objetiva de imersdo. Uberlandia, 2013.
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Figura 2: Oocisto de Cryplosporidium spp. (seta) corado pela técnica da Safranina modificada
Aumento 1000x em objetiva de tmers3o. Uberlandia, 2013,

Discussao

No primeiro trabalho sobre a infec¢do de Cryptosporidium spp. em bovinos, no Brasil, Modolo et
al. 7, na regiao de Botucatu (SP), encontraram 26% de bezerros menores que 30 dias positivos para
esta coccidiose; ja nos animais com mais de 30 dias o indice de positividade foi de 23%. A prevaléncia
de Cryptosporidium spp. em bovinos ¢ bastante variada, os indices de positividade encontrados na
literatura variam de 0,6 a 82,54%, existindo relato de até 100,0% de acometimento dos animais (829,
No presente estudo, a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em bezerros encontra-se entre os valores
observados em estudos conduzidos no Brasil, EUA, Hungria, Alemanha, Irlanda, Ird e Espanha, com
a prevaléncia de 14,0% a 57,8% (112129,

Essa varia¢ao na prevaléncia deve-se a inimeros fatores, dentre eles: delineamento do estudo, idade
dos animais, numero de amostras por propriedade e metodologia de diagnostico empregada. Outro
fator a ser considerado também ¢ a dificuldade em se identificarem animais assintomaticos ou em
periodo subclinico da infecgdo, por ndo eliminarem quantidade detectaveis de oocistos nas fezes ?627,
Quanto as técnicas de coloracdo utilizadas neste estudo, estas apresentam vantagens e desvantagens e
n2o ha um consenso entre os autores. Segundo Rigo et al. ®¥, a técnica de Ziehl-Neelsen modificado
¢ uma preparagdo que proporciona uma melhor visualizagdo dos oocistos, sendo também indicada
para o diagnostico das infec¢des leves, quando o nimero de oocistos presentes nas fezes ¢ baixo.
Segundo Baxby et al. 19, a técnica da Safranina modificada ¢ mais simples e mais rapida que a de
Ziehl-Neelsen modificado e apresenta um bom contraste.
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Quanto a faixa etaria mais acometida, segundo Pohjola et al. ??, ela se situa dentro da primeira semana
de vida. Henriksen e Krough ©” e Bhat et al. " afirmaram que a criptosporidiose ¢ mais prevalente
em bezerros de 4 a 30 dias. Entretanto, em estudo conduzido por Mtambo et al. ®?, a prevaléncia
maior situou-se em bezerros com até trés meses. Neste estudo, os animais estdo compreendidos nesta
faixa etaria.

De acordo com Silva Junior et al. ¥, o fornecimento de colostro apos as seis primeiras horas de
nascimento do bezerro aumenta por volta de quatro vezes o risco de infec¢do por Cryptosporidium
spp., em relacdo aos animais que receberam o colostro nas primeiras seis horas de vida. Climeni et
al. % ressaltaram em seu estudo que a qualidade do colostro declina rapidamente apds o nascimento
do bezerro, bem como a propria capacidade deste animal de absorver as imunoglobulinas que irdo
conferir imunidade.

Segundo Almeida et al. %, a presencga de reservatorio artificial de agua disponivel para os animais
(bebedouro) também ¢ um fator de risco significativo para a presenca de Cryptosporidium spp. em
fezes de bezerros, pois este pode ser um reservatorio de oocistos, que permanecem, por sua vez,
viaveis por longos periodos, além de resistirem a processos de filtragdo e cloragao da 4gua. Nas cinco
propriedades estudas, os bebedouros eram de uso comum de animais jovens e adultos, sendo um fator
importante na contaminagdo e disseminacao da doenca entre os animais.

Nas propriedades deste estudo, foi observado que os animais eram mantidos em instalacdes coletivas
e proximos aos currais, o que foi indicado por Silva Jinior et al. ®® como um fator de maior risco
para os bezerros, podendo estar expostos a uma maior carga de parasitos no ambiente. Sendo assim,
pode-se inferir que o local onde os animais estdo alocados s3o uma importante fonte de disseminagao;
portanto, a adocao de boas praticas de higiene na criagdo de bezerros pode reduzir o risco de infecgao
por Cryptosporidium spp. G637,

Quanto ao sexo, este ndo exerceu influéncia sobre o indice de infec¢do por protozoarios deste género,
estando de acordo com Tarazona et al. ®® que afirmaram que a infec¢ao por Cryptosporidium spp.
ocorre em individuos independentemente do sexo.

Conclusao

Conclui-se que a infecgdo por Cryptosporidium spp. esta presente nas propriedades avaliadas, porém
sd0 necessarios mais estudos, para que o risco de infec¢ao seja mensurado adequadamente e medidas
profilaticas sejam implementadas.
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