Ciéncia Rural, Santa Maria, v.34, n.1, p.189-193, jan-fev, 2004

189

ISSN 0103-8478

Prevalénciadecriptosporidioseem bezerrosnaregido deAracatuba, Estadode
Sao Paulo, Brasl|

Prevalenceof cryptosporidiosisin calvesfrom Aracatuba region, Sdo Paulo State, Brazil

Francisco L eydson FormigaFeitosa! GrazieleMassae Shimamura? ThaisRoberto?
MarceloVasconcelosMeirelest CarisMaroni Nunest Paulo César Ciarlini?
Alexandr e Secorum Bor ges®

RESUMO

Avaliou-se a prevaléncia de oocistos de
Cryptosporidium parvum em amostras de fezes de 459 bezerros
com até 30 dias de idade e em amostras de agua e piso dos
bezerreiros de 33 propriedades leiteiras na regido de
Aracatuba-Estado de Sdo Paulo. A maior porcentagem de
excrecgé@o de oocistos foi verificada em bezerros com faixa
etéria variando entre oito e 14 dias de idade (14,5%) sendo,
a menor taxa (6,4%), detectada no grupo de animais mais
velhos (22 a 30 dias de vida). Observaram-se, na amostragem
total, valores positivos aproximados de 10,26% pelo ensaio
de imunoadsorgdo enzimatica e de 12,4% pelo teste de
Sheather. As amostras de agua foram negativas e duas de
solo positivas.

Palavras-chave : criptosporidiose, Cryptosporidium parvum,
bezerros.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluete the
prevalence of Criptosporidium parvum oocists in faeces
samples from 459 calves up to 30 days old and from water
and floor samples from 33 farmers from Aragatuba region —
S4o Paulo. The higher percentage of oocists excreted was
observed in calves with 8 to 14 days old, and the lower was
noted in the oldest animals group (22 to 30 days old). In total
amostrage 10.26% were positive using enzyme-linked
immunosorbent assay and 12.4% by the Sheather test. The
water samples were negative and two of soil positive.

Key words : criptosporidiosis, Cryptosporidium parvum,
calves.

INTRODUCAO

Osprotozoariosdo género Cryptosporidium
s80 parasitos que completam seu ciclo bioldgico na
superficie de células epiteliais dos tratos
gastrintestinal, respiratorio e urinério de mamiferos,
aves, répteisepeixes(CHERMETTE & BOUFASSA-
OUZROUT, 1988). Apbssuaprimeiradescricdo em 1907
por TYZZER, acriptosporidiose foi considerada, até
recentemente, uma enfermidade rara e oportunista,
sendo poucos 0s relatos de casos associados a
presenca de sinais clinicos.

ANDERSON et al. (1982) ressaltaram a
importancia da criptosporidiose em termos de salde
publica descrevendo um caso em uma estudante de
Medicina Veterinaria que entrou em contato com
bezerros portadores da criptosporidioseintestinal . Os
sintomas, surgiram cinco dias apds o contato inicial,
consistindo de ndusea, diarréaefebre, evoluindo para
dor abdominal, calafrios e sudorese. Os exames de
fezesredizadosaosnove, dez e 11 diasforam positivos
para Cryptosporidium sp., tornando-se negativos aos
13dias.

Os resultados dos inquéritos
epidemiol 6gicos de criptosporidiose em bovinos sdo
muito variaveis, no entanto € sabido que esta
enfermidade determinaaltamorbidade. KIRPATRICK
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(1985), revisando dezenas de trabalhos sobre o
assunto, encontrou taxas de morbidade em bezerros
variando entre 10 e 85%, com umamédiade 25%. Em
outro trabalho, GARBER et a. (1994), examinando
amostras fecais de 7.369 bezerros provenientes de
1.103 fazendas, encontraram oocistos de
Cryptosporidium sp. em 652 (59,1%) das propriedades
e em 1.642 (22,4%) dos animais estudados. Quase a
metade dos bezerros com idade variando entre sete e
21 dias apresentaram oocistos de Cryptosporidium
sp. em suasfezes. A maior prevalénciafoi observada
naépocadeverdo. MALDONADO-CAMARGO et al.
(1998), estudando 31 fazendas| eiteirasem trés estados
do México, observaram que a idade dos bezerros foi
fortemente associadaao grau deinfec¢do por oocistos
de Cryptosporidium parvum, ja que 0s animais com
15 diasdeidade possuiam asmaiorestaxas deinfecgao.

Segundo SANFORD & JOSEPHSON (1982),
guanto piores forem as condi¢Bes sanitarias
encontradas no ambiente, principalmente nos
bezerreiros, maior serd o risco de contagio e
aparecimento de doencas entre o0s bezerros.
SIMENSEN (1982) detectou umamaior mortalidade,
inclusive por diarréia, em bezerros criados em pisos
inteiricos do que nos mantidos acima do solo e em
pisos ripados, condi¢cdes estas que permitiam um
escoamento adequado das fezes, diminuindo o risco
deinfeccdo. ORTOLANI (1988) constatou umamenor
freqliéncia de criptosporidiose em bezerros mantidos
em baias individuais do que em baias coletivas.

A contaminagdo do ambiente é geralmente
atapois, segundo ANGUS (1987), um bezerro chegaa
eliminar até 10 milhdes de oocistos por gramadefezes.
Nos Ultimos anos, houve umamaior preocupagdo com
relacdo ao risco potencial de contaminacédo dos
reservatérios de &gua de consumo por C. parvum.
Recentemente, cercade 400.000 pessoas da cidade de
Milwaukee (Wisconsin, EUA) desenvolveram
criptosporidiose em virtude da contaminagéo da dgua
com oocistos de Cryptosporidium sp., demonstrando,
mais umavez, aimportancia desse protozoario como
agente entérico e zoonético (HOWARD & SMITH,
1999). DIETZ et d. (2000) afirmaram queacontaminacéo
por C. parvum nos EUA em seres humanos esta
associada a ingestdo de &gua e de comida
contaminados, contato com animais e atendimento a
criangas doentes.

O presente trabalho teve como objetivos
estudar os indices de contaminagdo com oocistos de
C. parvum da agua consumida pelos moradores e
propriedadesondeforam colhidas asamostras defezes
dos bezerros. Procurou-se determinar, ainda, a
preval éncia da criptosporidiose em bezerros | eiteiros

na regido de Aracatuba, Estado de S&o Paulo,
considerando-se afaixaetariados animai s acometidos
e 0 mangjo adotado nas diferentes propriedades. A
sensibilidade dos testes de concentragdo de Sheater e
do ensaio deimunoadsor¢do enzimética (ELISA) para
o diagnéstico de criptosporidiose em bezerros recém-
nascidosfoi também avaliada.

MATERIAISE METODOS

Amostragem

Foram pesquisadas 33 propriedades na
regido de Aragatuba— Estado de Séo Paulo, ondeforam
colhidas 459 amostras de fezes de bezerros da raca
Holandés, sem distin¢do de sexo, desde o primeiro dia
devidaatéos30diasdeidade. Realizou-seacorrelacdo
entre o grau deinfec¢do dos animais (taxa de oocistos
nasfezes) e aidade dos animais. Paratal, os bezerros
foram divididos em quatro | otes de acordo com afaixa
eté&ria lote A (0Oa7dias), loteB (8al5dias), lote C (16
a22dias) elote D (23a30dias).

Para avaliar a correlagdo entre o grau de
infeccdo dos animais (n° de oocistos nas fezes) e o
manejo leiteiro adotado, considerou-se aclassificagdo
dotipo deleite produzido nas diferentes propriedades
(leites A, B e C), obedecendo-se as normas do
Ministério daAgricultura(Brasil, 1980).

Coletadefezes

Aproximadamente 30g defezes diretamente
do reto foram colhidas, acondicionadas em frascos
plasticos apropriados contendo dicromato de potéssio
a2,5% emantidas em temperaturaderefrigeracdo de
4°C até serem analisadas.

Coletade aguadoshezerreirosederesidéncias

A é&gua dos bebedouros de todos os
bezerreiros pesquisados era agitadaantes da col heita.
Para tanto, utilizou-se um coletor estéril, o qual era
mergulhado fechado e, em seguida, aberto quando
posicionado no fundo do bebedouro, como
recomendado por ORTOLANI (1988). Colheram-se
cercade 50mL de agua. Paraapesquisade oocistos de
Cryptosporidium sp. , a mesma quantidade de &gua
era obtida das casas dos moradores, diretamente do
local onde amesma eraconsumida.

Pesquisadeoocistos

Foram utilizados o teste de Sheather e o
ELISA direto nas 459 amostrasdefezes colhidas. As
amostras defezes e de gua dos animais e de consumo
humano foram coadas em tamis e centrifugadas. O
sedimento resultante foi submetido a técnica de
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concentracdo de oocistos. primeiramente a diluicdo
daamostraem solucdo de Sheather e, posteriormente,
homogeneizag&o e centrifugago durante 10 minutos
a 1500g, para observacdo de oocistos de C. parvum.
Ap6s a centrifugacdo, procedeu-se a leitura de trés
gotas do sobrenadante, entre al&minaelaminula, sob
microscopia de contraste de fase, com o auxilio de
ocular micrométrica. Foi utilizado o “kit” C. parvum
Antigen ELISA (laboratério Morwell Diagnostics),
seguindo-se o protocol o recomendado pel o fabricante.

Analises estatisticas

Paraverificar as possiveis associacBes entre
as diferentes varidveis estudadas e as proporc¢des
comparativas das diferentes categorias, foi realizado
0 teste Qui-Quadrado ou o teste de Fisher.

Os testes estatisticos foram considerados
significativos quando p < 0,05, caso em que foram
efetuados contrastes entre pares de médias pelo
método de Tukey (ZAR, 1984).

Os dados obtidos foram analisados
mediante o uso do programa SAS (Statistical Analysis

System).
RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabal ho, todas as amostras de
agua de consumo dos trabalhadores e dos bezerros
das diferentes propriedades leiteiras, colhidas e
avaliadas, mostraram-se negativas para C. parvum
tanto ao teste ELISA como ao teste de concentracéo
pelo método de Sheather, o que demonstrou a
inexisténcia de contaminacdo dos reservatdrios por
esse protozoério. A 4gua consumida provém,
exclusivamente, de pocos, e 51,5% dos entrevistados
asseguraram ndo dar nenhum tratamento & dgua
consumida, enquanto 48,5% tomavam &guafiltradaou
clorada

Nas propriedades leiteiras estudadas, os
animais, em suamaioria, sdo criadosem chdo deterra
batido (61,3%), o que facilita a contaminagéo do
ambiente por patdgenos especificos, eliminados,
principal mente, pelas fezes e secre¢Bes nasais. Os
resultados do presente estudo sugerem que a
agregacdo e asuperpopulagdo dos bezerreirostornam-
se, também, um aliado ou um agente facilitador para
quetal contaminacdo e proliferacdo de microrganismos
ocorram, jaque amaior parte dos animais (66,04%) é
criadaem bezerreiros coletivosdurante asfasesiniciais
de suas vidas, enquanto apenas 33,96% dos bezerros
s80 separados ao nascimento.

Constatou-se, quando dainterpretacéo dos
dados epidemiol 6gicos, que o maior nimero de

amostras de fezes positivas era proveniente das
propriedades de leite tipos A e B, 0 que causou
surpresa e muitas indagacdes, ja que se esperava um
menor indice de contaminagdo nas mesmas, por terem
um melhor manejo sanitario do que asgranjasdeleite
tipo C, como foi observado por ORTOLANI (1988).
Uma hipotese paraque um menor indice de positividade
nos animais provenientes das propriedades de leite
tipo C tenha ocorrido, pode residir no fato de que os
mesmos s80 mantidoslivres em piquetes amplos desde
0 hascimento, o que, presumivelmente, diminuiria a
possibilidade de ingestdo de oocistos presentes no
ambiente, diferente dos animais machos das granjas
leiteiras dos tipos A e B, que permanecem juntos em
um espago restrito e por um longo periodo de tempo.
XI1AO et al. (1993) observaram uma alta transmisséo
de Giardia sp. e Cryptosporidium sp. pelo contato
bocaabocaentre osbezerros, mesmo quando mantidos
em gaiolasindividuais. A contaminac&o dos pisos por
oocistosde C. parvum, dos diferentes bezerreiros, foi
verificada apenas em uma Unica propriedade de leite
tipo B eem apenasumadas 31 granjasleiteirasdeleite
tipoC.

Bezerros mantidos em bezerreiros col etivos
tiveram umamaior frequiéncia de criptosporidiose do
gue animais mantidos separados (Tabela 1). Segundo
BOUFASSA-OUZROUT et a.(1986), a transmissdo
dessa doenca é aumentada quando ha contato direto
de animais susceptiveis com infectados ou quando
este contato ocorre indiretamente pela exposicao
desses individuos susceptiveis a ambientes
contaminados por Cryptosporidium sp.

Avaliando-se aimportancia dafaixa etaria
na eliminacdo de oocistos (Tabela 2), comprovou-se
gque amaior taxa de excrecéo (14,5%) foi observada
nos animais com até 14 dias de idade e a menor nos
animais mais velhos (22 a 30 dias), estando
parcia mente de acordo com os resultados publicados
por HENRIKSEN & KROGH (1985), que encontraram,
também, umamaior frequénciaem animaisde8a14
dias (24,8%) com baixaocorrénciadurante aprimeira

Tabela 1 - Fregiéncia de animais positivos para
Criptosporidium parvum segundo o tipo de
bezerreiro na regido de Aragatuba, Estado de
S&o Paulo.

Animais Positivos

Tipo debezerreiro

n %
Coletivo 35 66,04
Individual 18 33,96
Total 53 100
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Tabela 2 — Teste de diferenca entre duas proporgdes, com aproximagdo normal, para estudo da influéncia da faixa etéria em relacéo a
porcentagem de amostras de fezes positivas para Criptosporidium parvum pelo teste de Sheather.

Faixa etaria
Total
Teste de Sheather 0-—7dias 8-—14dias 15-21dias 22 -30dias
n % n % n % n % n %
Positivo 16 12,4a 19 14,5a 4 9,1a 5 6,4a 44 11,5a
Negativo 113 87,6a 112 85,5a 40 90,9a 73 93,6a 338 88,5a
Total 129 100 131 100 44 100 78 100 382 100

Letrasiguais namesmalinhaindicam an&o existénciade associacéo significativa (p < 0,05) entre os resultados

semanadevidaede UGA et a. (2000) que obtiveram
uma maior quantidade de oocistos eliminada em
animaiscom 15 diasdevida. Cercade 30% dosanimais
positivos para Cryptosporidium apresentaram
episodiosdiarréicos, enquanto agrande maioria (70%)
era de portadores assintométicos, taxa bem inferior a
observada por ORLOLANI (1988). Damesmaforma
gue o observado por POHJOLA et a. (1986), amaioria
dos animais portadores assintométicos encontrava-
se na faixa etéria compreendida entre a primeira e
segunda semanas de vida, demonstrando, com isso, a
grande importéncia que tém os animais com até 15
dias de idade como fonte priméaria de contaminagéo
ambiental e deinfeccdo criptosporidica.
Analisando-se os resultados obtidos em
419 amostras de fezes pelo teste ELISA e em 459
amostras de fezes pela prova de concentracdo pelo
método de Sheather, observaram-se val ores positivos
aproximados de 10,26% (69,8% em fezes normais e
39,2% em fezesdiarréicas) ede 12,4% (73,7% em fezes
normaise 26,3% em fezesdiarréicas), respectivamente,
porcentagens essas superiores as descritas por
MTAMBO et al. (1997), que encontraram uma
preval énciade 5,3% de oocistos de Cryptosporidium
em amostras de fezes de 486 bovinos da Tanzénia.
Estes dados, no entanto, séo semel hantes aos valores
descritos por REYNOLDS et a. (1986), mas muito
inferiores aos divulgados no trabalho de ORTOL ANI
(1988) que encontrou umataxade positividade de 38%
em animais com até 60 dias de vida criados naregido
da grande S&o Paulo. A utilizagdo de métodos
laboratoriais que possuem elevada sensibilidade e
especificidade, facilidade de execucdo einterpretacéo,
bem como baixo custo, é de fundamental importancia
para arealizagdo de um inquérito epidemiolégico. A
realizacdo da prova de concentracdo de oocistos em
solugdo de Sheather para observacdo dos oocistos de
C. parvum e, com menor énfase, o teste ELISA direto,
apresentaram uma boa parte dessas caracteristicas.

Umadas maiores desvantagens do método ELISA
direto é o seu grande custo, j4 que o
processamento das amostras de dgua e de fezes
pelo mesmo so foi possivel com aimportacéo de
um “kit" especifico, tornando o seu uso, narotina
prética, economicamenteinviavel. Contudo, asua
utilizac@o é justificavel em um trabalho de
pesquisa. Ambas as técnicas apresentaram uma
excelente correlacdo na deteccdo de oocistos de
Cryptosporidium em amostras de fezes de
bezerros (Tabela 3), fato esse, também verificado
por LINDERGARD et al. (2001), que obtiveram
resultados satisfatorios quando da comparagéo
dos dois testes.

CONCLUSDES

Os animais com até 14 dias de idade
apresentaram as maiores taxas de excregéo e,
conseguentemente, de contaminac&o e infec¢do por
C. parvum;

Todas as amostras de agua consumida
pelos trabalhadores e pelos animais mostraram-se
negativas paraC. parvum, ndo contribuindo, portanto,
como fator predisponente ou determinante no
aparecimento e manutencdo da doenca no plantel.

A grande maioria dos animais jovens é
mantida em bezerreiros coletivos sendo,
provavelmente, um dos fatores predisponentes

Tabela 3 — Comparag8o dos resultados obtidos por andlise das
amostras de fezes por meio do ELISA e de Sheather.

ELISA Teste de Sheather
Resultado
n % n %
Positivo 43 10,26 57 124
Negativo 376 89,74 402 87,6
Total 419 100,0 459 100,0
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importantes para a instalacdo e ocorréncia de
criptosporidiose no rebanho;

Ostestes ELISA e Sheather apresentaram
excelente sensibilidade na deteccéo de oocistos
de C. parvum em amostras de fezes de bezerros. O
teste de Sheather, por sua precisdo e baixissimo
custo, pode ser o método de escolha na rotina
clinica para o diagnéstico da enfermidade em
questéo.
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