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OCORRENCIA DE PARASITOSES GASTRINTESTINAIS EM CORDEIROS
NO MUNICIPIO DE ALAMBARI, SAO PAULO

RESUMO - O objetivo desta pesquisa foi determinar a ocorréncia de
parasitoses gastrintestinais e caracterizar molecularmente as espécies de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de cordeiros de até um ano de idade
do municipio de Alambari, S&o Paulo. Um total de 193 amostras foram colhidas
e em 126 das mesmas foi efetuada a contagem de ovos por gramas de fezes
(OPG) Gordon e Whitlock (1939), para determinar a presenca de helmintos e
coccideos do género Eimeria. Todas as amostras, foram avaliadas por meio da
nested-PCR para amplificagéo de fragmentos de DNA da subunidade 18S do
gene do RNAr para Cryptosporidium. Por meio do teste Qui-Quadrado e/ou
Fisher foi verificada a associacido da presenca das parasitoses gastrintestinais
em relacdo ao sexo, raca e idade dos animais. Das 126 amostras analisadas,
71,4% foram positivas pelo método de OPG, com identificacdo de 58,9% de
ovos de Estrongilideos; 5,6% de oocistos de Eimeria spp.; coinfec¢cdes em,
14,4% de Estrongilideos e Moniezia spp.; e 15,5% Estrongilideos e Eimeria
spp., € 5,6% infeccéo pelos trés parasitos. Coproculturas foram positivas em 16
amostras, com observacado dos géneros: 31,3% Haemonchus spp.; 12,5%
Trichostrongylus spp.; Oesophagsotumum spp. em apenas uma; e infeccao
mista em 50% por Haemonchus e Trichostrongylus. Para Eimeria spp., a
ocorréncia foi de 19% dos animais, identificando as espécies: E. crandallis; E.
faurei; E. marsica; E. ovinoidalis; E. pallida; E. parva e E. weybridgensis. A
NPCR revelou positividade de 15% e o sequenciamento foi possivel em 19
amostras, com deteccao das espécies: C. xiaoi em 15 amostras, C. ubiquituim
em trés, e C. meleagridis em uma amostra, sendo estas duas Ultimas

consideradas espécies zoonoticas.

Palavras-Chave: Cryptosporidium spp., ovinos, caracterizacdo molecular,

helmintos, Eimeria spp.



OCCURRENCE OF GASTROINTESTINAL PARASITES IN LAMBS IN THE
MUNICIPALITY OF ALAMBARI, SAO PAULO

ABSTRACT - The objective of this research was to determine the occurrence
of gastrointestinal parasites and molecularly characterize the species of
Cryptosporidium spp. in stool samples from lambs under one year old in the city
of Alambari, Sdo Paulo. A total of 193 samples were collected in 126 and the
same was done counting eggs per gram of feces (EPG) Gordon and Whitlock
(1939), to determine the presence of helminths and coccidia of the genus
Eimeria. All samples were evaluated by nested-PCR amplification of DNA
fragments subunit 18S rRNA gene for Cryptosporidium. By using the Chi-
square and/or Fisher was significant association of the presence of intestinal
parasites in relation to gender, race and age of the animals. Of the 126 samples
analyzed, 71.4% were positive by OPG, identifying 58.9% of eggs of
Strongyles, 5.6% of oocysts of Eimeria spp.; Coinfection in 14.4% of Strongyles
and Moniezia spp., and 15.5% Strongyles and Eimeria spp., and 5.6% infection
by the three parasites. Stool cultures were positive in 16 samples, with
observation of genres: 31.3% Haemonchus spp., 12.5% Trichostrongylus spp.;
Oesophagsotumum spp. in one, and 50% mixed infection with Haemonchus
and Trichostrongylus. To Eimeria spp., the incidence was 19% of the animals,
identifying the species: E. crandallis; E. faurei; E. marsica; E. ovinoidalis; E.
pallida; E. parva and E. weybridgensis. The nPCR was positive in 15% and
sequencing was performed in 19 samples with detection of species: C. xiaoi in
15 samples, C. ubiquituim three, and C. meleagridis in a sample, the latter

being considered zoonotic species.

Keywords - Cryptosporidium spp., sheep, molecular biology, helminths,

Eimeria spp.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

No Brasil, a ovinocultura caracteriza-se pela exploracdo de carne, de
leite e de pele (VIEIRA, 2005). A criacdo de pequenos ruminantes domésticos é
uma atividade de grande importancia socioeconémica, realizada em todos os
continentes, especialmente na maioria dos paises que possuem regides de
climas aridos e semiaridos (LEITE, 2007).

As infeccbes por nematoides tém representado uma das principais
entraves a expansédo da ovinocultura em nosso pais (AMARANTE et al., 2004).
Helmintoses gastrintestinais em ruminantes ocasionam perdas econdmicas
consideraveis, com acentuado comprometimento da produtividade destes
animais, especialmente em sistemas de manejo ou programas de controle
parasitarios deficientes (SCHEUERLE, 2009).

Parasito hematofago do abomaso, Haemonchus contortus, causa
guadros de anemias severas, caracterizado pela palidez das mucosas e
edemas submandibular. Trichostrongylus colubriformis produz enterite, atrofia
das vilosidades e consequentemente diminuicdo da digestdo e absorcdo de
nutrientes. Outra espécie importante é Oesophagostumum columbianum pela
sua grande patogenicidade, que causa uma enfermidade aguda devido as
larvas histotréficas se localizam no intestino delgado e grosso. Estas
ocasionam a formacdo de nddulos, que podem evoluir para fibrose ou para
abscessos na parede intestinal, além de provocar diarreias graves nos animais,
podendo causar a morte dos mesmos (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE,
2001).

Protozoario distribuido mundialmente, Eimeria spp. destaca-se por ser
uma importante doenca entérica, causada por parasitos obrigatérios. Doenca
considerada insidiosa, esta coccidiose pode manifestar-se em diversos graus

de infeccdo, sendo que os sinais clinicos variam de assintomatico a severa
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diarreia, com sangramento e lesdo a mucosa intestinal. A fase mais comum da
eimeriose é a subclinica, na qual ndo é facilmente diagnosticada e seu efeito
tem impacto consideravel em termos de eficiéncia de producdo e saude do
rebanho. Os prejuizos ocorridos sdo significativamente maiores por diminuicédo
da taxa de desenvolvimento, no ganho de peso e susceptibilidade a doencas
em animais afetados que propriamente podem ocasionar a morte (VIEIRA,
2005).

Protozoéarios do género Cryptosporidium séo parasitos intracelulares
obrigatérios que pertencem ao filo Apicomplexa, capazes de parasitar as
microvilosidades das células epiteliais do trato intestinal de hospedeiros
vertebrados, incluindo o homem (XIAO et al., 2004).

Em relacdo a sua importancia em Saude Publica, com o surgimento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, na década de 1980, relatos de
infeccbes oportunistas foram associados a criptosporidiose e este parasito
passou a ser considerado um importante patégeno em seres humanos,
estando as infeccbes mais graves associadas geralmente a situacdes de
imunodeficiéncia e imunocomprometimento (FAYER, 2010).

Devido a habilidade desse parasito infectar diversos hospedeiros e a sua
presenca constante no ambiente, pessoas podem adquirir a infeccdo por
diversas formas, como por contato direto com pessoas (antroponética) ou
animais (zoonotica) infectados e ingestdo de alimentos ou agua contaminados
(XIAO, 2010). Infec¢cdes humanas sdo mais frequentes em paises em
desenvolvimento, afetando particularmente criancas desnutridas (BERRILLI et
al., 2012) e com falta de higiene que dever4 apresentar maturidade
imunoldgica.

Numerosos surtos causados pela contaminacdo de alimentos ou agua
(potavel ou de recreacado) por oocistos de Cryptosporidium ja foram relatados
em diversos paises (SMITH; NICHOLS, 2010). A transmissao dessa infec¢ao
por veiculacdo hidrica é particularmente importante, devido a resisténcia dos

oocistos aos tratamentos convencionais de agua e pela capacidade de
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distribuicdo em massa a populacéo a partir de agua de beber (KARANIS et al.,
2007).

Devido a estreita relacdo deste protozodrio com o saneamento basico
deficiente e com o baixo poder aquisitivo populacional, Cryptosporidium foi
incluido na Iniciativa das Doencas Negligenciadas da Organizacdo Mundial da
Saude (World Health Organisation Neglected Diseases Initiative) (SAVIOLI et
al., 2006).

A transmissao zoondtica, mais frequente por C. parvum, esta associada
principalmente aos ruminantes (XIAO et al., 2004) que sao considerados
importantes reservatorios dessa espécie (XIAO; FAYER, 2008). Infeccdes
zoonoticas por contato direto com animais tem sido documentadas, mas a
relativa importancia desse tipo de transmissao ainda nao esta clara (XIAO et
al., 2004).

Considerando-se a importancia que as parasitoses gastrintestinais
ovinas assumem dentro da medicina veterinaria preventiva e a elevada

ocorréncia das mesmas, foi realizada a presente pesquisa.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Helmintoses gastrintestinais dos ruminantes

Os trichostrongilideos sado vermes pequenos, frequentemente
capilariformes, com bolsa copuladora e excetuando-se o verme pulmonar
Dictyocaulus, parasitam o trato digestivo de animais e aves. Os géneros mais
importantes em ruminantes sdo Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia,
Nematodirus e Ostertagia (URQUHART et al., 1998). Em relacdo a posicéo
sistematica dos nematddeos, esses parasitos sao classificados dentro do Filo
Nematoda, Superfamilia Trichostrongyloidea e Familia Trichostrongylidae
(URQUHART et al., 1998).

Resisténcia de ovinos a infeccdo por Trichostrongilideos foi

correlacionada a variagOes sazonais (GASTALDI et al., 2001), a determinados
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padrbes raciais (AMARANTE et al., 2004), a fatores genéticos (AMARANTE;
AMARANTE, 2003), proximidade da parturicdo (AMARANTE et al., 1999) como
também ao tipo de nutricdo (VAGENAS et al.,, 2007) ou sistema de manejo
(GUTHRIE et al., 2010).

Entre as espécies de nematddeos gastrintestinais que infectam
pequenos ruminantes, no Brasil, destacam-se H. contortus, T. colubriformis,
Cooperia spp., Strongyloides papillosus e O. columbianum. Na regido sul,
particularmente, Ostertagia circumcincta e Nematodirus spp. sado evidenciados
(OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE, 2001). Em rebanhos de ovinos, em Sao
Paulo, predomina a composi¢do H. contortus e T. colubriformis (AMARANTE et
al., 2004).

Em estudos realizados na regido Sudeste (AMARANTE; BARBOSA,
1998) e Sul (RAMOS et al.,, 2004) foi descrita maior predominancia de H.
contortus em ovinos, confirmando as observagOes deste ser mais prevalente
em regimes extensivos de regides tropicais e subtropicais (TARIQ et al., 2008).

De maneira geral, no ciclo biolégico desses parasitos gastrintestinais, 0s
helmintos adultos, no trato digestivo dos hospedeiros, eliminam ovos nas fezes,
destes eclodem larvas, que apds um periodo de desenvolvimento até o terceiro
estadio (L3), tornam-se infectantes no ambiente. Os ovinos ou bovinos as
ingerem na vegetacdo contaminada e uma vez no aparelho digestivo dos
mesmos, sofrem mudas e dao origem a espécimes adultas, de ambos os
sexos, as quais dardo sequéncia ao ciclo evolutivo do parasito. Assim, ha uma
fase de vida parasitaria (no hospedeiro), com periodo pré-patente de 14 a 44
dias apés a infeccdo, dependendo da espécie e uma fase de vida livre (no
ambiente) que se processa sob condicdes adequadas de umidade e
temperatura, em aproximadamente uma semana (OLIVEIRA-SEQUEIRA;
AMARANTE, 2001).

Em ovinos, o Trichostrongylus colubriformis pode provocar reducdo no
apetite, disturbios na digestdo e na absorcdo dos nutrientes, com consequente
reducdo na conversao alimentar (CARDIA, 2009) e o Haemonchus contortus

realiza o hematofagismo. Animais parasitados simultdneamente por estas
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espécies de nematbides apresentam emagrecimento, anemia e
hipoproteinemia, com consequente reducdo na producdo de & e carne
(BASSETO et al., 2009).

Trichostrongilideos sao responsaveis por sintomas como diarreia,
anemia, perda de peso, emaciacdo, podendo, especialmente em animais
jovens, causar a morte dos mesmos. As manifestacbes subclinicas
relacionadas ao parasitismo podem afetar o desenvolvimento ponderal, 0s
indices reprodutivos e até mesmo a condicdo imunitdria dos ruminantes
(SEQUEIRA et al., 2000; SCHEUERLE, 2009).

Para o diagnostico de infec¢des por helmintos gastrintestinais € utilizada
a técnica descrita por Gordon e Whitlock (1939), de uso comum para a
contagem de ovos por grama de fezes (OPG) e a técnica de coprocultura,
produzindo larvas de terceiro estadio, as quais podem ser identificadas
morfologicamente (UENO; GONCALVES, 1998).

2.2 Protozooses intestinais em ruminantes

2.2.1 Eimerioses

A enfermidade causada pelo Género Eimeria € denominada eimeriose e
afeta preferencialmente células intestinais dos ruminantes. O numero de
espécies descritas em ovinos varia de nove a doze (JUBB et al., 1992).

Esta doenca pode ser fatal (FOREYT, 1990), especialmente para
cordeiros com aproximadamente quatro a oito semanas de idade (JUBB et al.,
1992). Manifestacao clinica de coccidiose em cordeiros da Raca ldeal, recém -
desmamados, em regime de confinamento, com idade entre trés a quatro
meses, debilitados e apresentando diarreia foi constatada em Botucatu — Sao
Paulo (AMARANTE et al., 1993). Tenesmo, prolapso retal e anemia também ja
foram registrados (CARLTON; McGAVIN, 1995).

O curso e a seriedade da doenca séo frequentemente determinados pelo

namero de oocistos ingeridos, numero de células intestinais invadidas, pela
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guantidade de tecido afetado devido a presenca ou atividade do parasito, a
espécie de Eimeria presente, fatores estressantes no ambiente, a idade e
estado imunitério do hospedeiro (LIMA, 2004).

Cordeiros de pastagens ou alojados sao acometidos, devido a
contaminacdo do ambiente que proporciona condicdes favoraveis para que 0s
oocistos esporulem e sobrevivam (PLATZER et al., 2005).

Praticas sanitarias visam impedir ou diminuir a ingestdo de oocistos
esporulados pelos ruminantes. Os animais devem ficar em instalacdes limpas e
secas, separados de acordo com a idade e, sempre que possivel, evitar
grandes concentracdes em pequenas areas por longos periodos (LIMA, 2004)
nao causando a disseminac¢ao da infeccao entre os mesmos.

O dano ao hospedeiro relativo a eimeriose € devido primariamente a
destruicdo de células das vilosidades intestinais, causadas por estagios
invasivos do parasito. A ingestdo de um oocisto pode resultar na destruicdo de
milhares de células durante o processo de formac&do de novos oocistos em
decorréncia das fases de reproducdo (assexuada e sexuada). Nas infeccbes
por coccidios pode haver danos celulares que permitem o extravasamento de
sangue, plasma e proteinas para limem intestinal, e, desse modo afetar o
funcionamento (LIMA, 2004).

Ovinos infectados por um grande numero de espécies de Eimeria spp.
podem apresentar acentuada especificidade em relacdo ao hospedeiro. A
viruléncia deste protozoario varia com a espécie e poucas sao consideradas
patogénicas o suficiente para causarem manifestacdes clinicas da doenca
(VIEIRA et al., 1999).

A patogenia e o quadro clinico da doenca séo influenciados por varios
fatores que incluem entre eles espécie do parasito, idade, competéncia
imunoldgica do individuo infectado e a associacdo com outros patdogenos
(RADOSTITS et al., 2000).

O resultado da infeccdo por eimeriideos, se tratando de espécies
patogénicas, pode variar de morte subita em animais susceptiveis, a uma

reacdo discreta em animais imunes. Quando aparece a doenca, 0S animais
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infectados apresentam fezes diarreicas de coloragdo escura, as vezes com
presenca de muco e sangue, desidratacdo, perda de apetite e
consequentemente perda de peso (LIMA, 2004).

A coproscopia quantitativa deve ser considerada um método diagndstico
para a Eimeria (LIMA, 2004). A esporulacao e identificacdo de espécies podem
ser realizadas de acordo com a forma, cor, presenca ou auséncia de micrépila
e capuz micropilar, e pelo tamanho dos oocistos, além de apresentar as
caracteristicas morfoldégicas dos esporocistos, seguindo os parametros de
Amarante e Barbosa (1992).

2.2.2 Criptosporidiose

Quanto a sistematica de Cryptosporidium, a taxonomia do género €
ainda insatisfatéria (PLUTZER; KARANIS, 2009), baseado em algumas
caracteristicas morfologicas, biolégicas e bioquimicas, foi observada
proximidade com a subclasse Gregarina (CARRENO et al., 1999). A
similaridade entre os referidos parasitos incluem o ciclo de vida monoxénico,
0ocistos com quatro esporozoitos e parede dupla, gamontes extracelulares e
localizagéo no trato gastrointestinal do hospedeiro (HIJJAWI et al., 2004).

Contudo, os coccidios estdo classificados como organismo protista,
pertencente ao Filo Apicomplexa (possui complexo apical), Classe Sporozoa
(apresenta estagios de reproducdo sexuada e assexuada com formacdo de
oocistos), subclasse Coccidia (ciclo de vida envolvendo merogonia,
gametogonia e esporogonia), ordem Eucoccidiida (ocorre esquizogonia), sub-
ordem Eimeriina (com formacdo de macrogametas e microgametas), Familia
Cryptosporidiidae (um oocisto com quatro esporozoitos e sem esporocistos) e
género Cryptosporidium (PLUTZER; KARANIS, 2009).

A caracterizacdo molecular de isolados de diferentes origens (animal,
humana e ambiental) tem sido amplamente usada para investigar o potencial

zoonotico das espécies deste protozoario (XIAO; FAYER, 2008).
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Atualmente sdo descritas 22 espécies, das quais duas espécies tém sido
encontradas em peixes, uma em anfibios, duas em répteis, trés em aves e 14
em mamiferos e ainda, mais de 40 gendtipos adaptados a diversos
hospedeiros (BERRILI et al., 2012). Alguns desses gendtipos foram nomeados
espécies quando informacg@es suficientes a respeito de sua morfologia, biologia
e caracteristicas genéticas foram esclarecidas (XIAO; FAYER, 2008).

Nos ultimos 20 anos, houve uma répida expansdo das pesquisas
envolvendo o género Cryptosporidium, em grande parte relacionada a estudos
moleculares, propiciando a descri¢cdo de varias espécies, genotipos e subtipos
do parasito (PLUTZER; KARANIS, 2009).

Algumas caracteristicas particulares distinguem esse género de outros
coccideos, como a localizacdo que ocupam na célula do hospedeiro, a
capacidade de autoinfeccdo e sua resisténcia a muitos antiparasitarios
(PLUTZER; KARANIS, 2009).

Infeccdo por Cryptosporidium causa atrofia, fusdo das vilosidades
intestinais e inflamacdo, resultando em perda da superficie absortiva e
transporte desequilibrado de nutrientes (THOMPSON et al., 2008).

A diarreia por ma absorcdo resulta da interacdo entre produtos
parasitarios, como as proteinases, que rompem a barreira epitelial e a resposta
imunologica e inflamatoria do hospedeiro (THOMPSON et al., 2008).

Responsaveis pela maior parte das infeccdes humanas, C. parvum e C.
hominis, estas duas espécies do protozoario ja foram detectadas em amostras
fecais de ovinos por meio da caracterizacdo molecular (XIAO et al., 2004).

Na Australia, a infeccédo por Cryptosporidium foi referida com ineditismo
em cordeiros com diarreia, com até 21 dias de idade (BARKER; CARBONELL,
1974). Este parasito é considerado importante nas espécies domésticas,
particularmente em pequenos ruminantes, sendo associado a Sindrome da
Diarreia Neonatal e a imunossupressdo com altos niveis de morbidade
(COSENDEY et al., 2008).

Em Botucatu-SP, Green et al. (2005), realizaram colheita de amostras

fecais em um grupo de 20 ovelhas e seus respectivos filhotes no dia do
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nascimento e ao 4°, 8° 16° 32° e 64° dias poOs-parto. As amostras foram
examinadas por meio da técnica de centrifugo sedimentagcdo em éter, por
esfregacos corados com auramina e pelo método de coloracédo Ziehl-Neelsen
modificada. Oocistos de Cryptosporidium foram verificados em 26,7% dos
cordeiros, os quais foram eliminados com maior frequéncia ao 4° dia de vida e
em 31,9% das mées principalmente no 4° dia pds-parto.

Por meio da técnica de Ziehl-Neelsen modificada, constatou-se 41% de
positividade para Cryptosporidium spp. em 130 ovinos de ambos 0s sexos e
idades variadas provenientes de dez rebanhos, no Rio de Janeiro. A alta
aglomeracédo de animais foi apontada como um dos provaveis fatores de risco
associados a infeccdo (COSENDEY et al., 2008).

Santin et al. (2007) nos Estados Unidos da Ameérica, determinaram a
ocorréncia de Cryptosporidium em amostras fecais de 32 ovelhas e 31
cordeiros e caracterizaram molecularmente. As fezes foram colhidas por trés
dias consecutivos nas maes e ao 7° 14° e 21° dia de vida dos filhotes,
totalizando 189 amostras. Estas foram analisadas por meio de microscopia de
imunofluorescéncia e pelo PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Este
segundo foi o0 método mais sensivel, no qual se verificou maior positividade
(57/189), sendo que dos 63 animais avaliados, oito ovelhas e 24 cordeiros
eram positivos. Também foram detectados cordeiros positivos aos 21 dias de
idade. A caracterizacdo molecular revelou C. parvum (2/189), Cryptosporidium
genotipo cervideo (48/189) e C. bovis-like (7/189).

Na regido de Aracatuba, Sdo Paulo, Féres et al. (2009) avaliaram a
ocorréncia de Cryptosporidium em amostras fecais de cordeiros com até 30
dias de idade, por meio da técnica de coloracdo negativa com verde Malaquita,
observando positividade em 6,7% (31/460) das amostras analisadas.
Caracterizacdo molecular das amostras positivas ao PCR demonstrou o
gendtipo cervideo, C. parvum 18S rRNA tipo A e C. parvum 18S rRNA tipo B,
todos com potencial zoonatico.

Por meio de técnicas moleculares, espécies de Cryptosporidium foram

observadas em amostras fecais de cordeiros, como, nos Estados Unidos da



21

América (FAYER; SANTIN, 2009), Reino Unido (MUELLER-DOBLIES et al.,
2008), Italia (PAOLETTI et al., 2009), Espanha (QUILEZ et al., 2008), Tunisia
(SOLTANE et al., 2007), China (WANG et al., 2010), Australia (YANG et al.,
2009) e Brasil (FERES et al., 2009). E as principais responsaveis por infecgdes
em ovinos s&o: C. parvum, C. xiaoi e C. ubiquitum (FAYER; SANTIN, 2009;
FAYER et al., 2010).

Sinais clinicos mais associados a infeccdo por Cryptosporidium em
humanos séo diarreia, desidratacdo, ma absorcéo e perda de peso (TZIPORI;
WARD, 2002). InfecgBes autolimitantes podem ocorrer em individuos
imunocompetentes  (AL-BRAIKEN et al.,, 2003) e em pacientes
imunocomprometidos, pode se desenvolver a forma cronica da doenca,
podendo resultar em 6bito (ABRAHAMSEN et al., 2004).

Em muitos animais as infec¢cdes ndo sédo associadas a sinais clinicos,
em outros, pode haver diarreia aguda autolimitante. Em animais
imunossuprimidos, a infeccdo € frequentemente cronica, podendo ser letal
(XIAO et al., 2004).

Os métodos tradicionalmente utilizados para o diagndstico de
Cryptosporidium, consistem na deteccdo direta do parasito por meio de
microscopia oOptica. No entanto, as caracteristicas morfolégicas para uma
correta identificacdo dessas formas infectantes sao insuficientes, sendo que o
diagnostico, baseado apenas nesses metodos nao € confiavel e relativamente
demorado (FALL et al., 2003).

As técnicas mais empregadas para essa finalidade sdo: coloracédo por
Kinyoun (MA; SOAVE, 1983), Ziehl-Neelsen modificado (HENRIKSEN;
POHLENZ, 1981), safranina azul de metileno (BAXBY et al., 1984) e coloracéo
negativa de verde-malaquita (ELLIOT et al., 1999). Embora uteis, essas
técnicas apresentam baixa sensibilidade e/ou especificidade, principalmente
guando existem poucos oocistos nas amostras (MORGAN et al., 1998).

Outro método comumente utilizado para deteccdo de formas evolutivas
infectantes a partir de amostras fecais consiste na técnica de centrifugo-

flutuacdo em solucdo de Sheather (CURRENT, 1990). Os oocistos podem ser
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visualizados utilizando-se microscopia optica de campo claro ou de contraste
de fase (XIAO; FENG, 2008).

Oocistos de Cryptosporidium sdo muito pequenos (4-8 ym), com uma
pequena variacdo morfolégica ou mesmo idénticos entre as diferentes
espécies, sem esporocistos e de dificil visualizacdo (FALL et al., 2003). Dessa
forma, a identificacdo da espécie, se baseada apenas em critérios
morfométricos, pode ser pouco discriminatéria (MORGAN et al., 1998).

Como métodos imunolégicos, oocistos fecais podem ser detectados pela
reacdo de imunofluorescéncia direta e teste imunoenzimético (ELISA) (JEX et
al., 2008). Esses métodos apresentam vantagens sobre o diagndstico
parasitologico direto, com bons resultados de sensibilidade e especificidade
(JOHNSTON et al., 2003).

Alguns testes imunoenzimaticos séo capazes de detectar a infeccdo em
animais que ainda nado estdo eliminando oocistos nas fezes (pré-patente)
(SMITH; NICHOLS, 2010), outra vantagem € que podem ser empregados de
maneira rapida para triagem de um grande numero de animais (GARCIA et al.,
2003) e como limitacbes dessas técnicas imunoldgicas, ndo € possivel a
determinacdo da espécie ou genotipo de Cryptosporidium envolvidos na
infeccao.

Dada a limitacdo na deteccdo de espécies de Cryptosporidium a partir
dos métodos diretos e imunoldgicos, o diagnostico baseado em técnicas
moleculares, como a PCR e suas variantes, seguida de sequenciamento
automatico de acidos nucleicos, oferece uma alternativa eficiente para a
diferenciacao desses organismos (JEX et al., 2008).

Muitos loci tém sido utilizados, como locus codificador da fragdo 18S,
actina (SULAIMAN et al.,, 2002), proteina do choque térmico - HSP-70
(MORGAN et al., 1998), proteina da parede do oocisto - COWP (SPANO et al.,
1997) e glicoproteina GP-60 (PENG et al., 2003). Este ultimo tem demonstrado
um elevado grau de polimorfismo entre isolados de espécies de
Cryptosporidium, com identificacdo de diversos subgenoétipos e subtipos
(PLUTZER; KARANIS, 2009).
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Técnicas moleculares apresentam alta sensibilidade e especificidade
(JEX et al., 2008), no entanto, devido ao alto custo, quando comparada as
outras técnicas de deteccdo de oocistos, esse método ndo tem sido
rotineiramente utilizado em laboratorios de diagnostico (MEIRELES, 2010).

3 OBJETIVO

Pelo fato da proximidade de criadores de ovinos com animais
possivelmente doentes e/ou eliminando oocistos fecais no ambiente, o
presente estudo teve como objetivo determinar a ocorréncia de infeccdo por
helmintos, coccideos do género Eimeria spp. e Cryptosporidium spp., e
caracterizar molecularmente as espécies de Cryptosporidium em amostras
fecais de cordeiros de até um ano de idade do municipio de Alambari, S&o

Paulo.
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CAPITULO 2 — OCORRENCIA DE PARASITOSES GASTRINTESTINAIS EM
CORDEIROS NO MUNICIPIO DE ALAMBARI, SAO PAULO

RESUMO - O objetivo desta pesquisa foi determinar a ocorréncia de
parasitoses gastrintestinais e caracterizar molecularmente as espécies de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de cordeiros de até um ano de idade
do municipio de Alambari, S&o Paulo. Um total de 193 amostras foram colhidas
e em 126 das mesmas foi efetuada a contagem de ovos por gramas de fezes
(OPG) Gordon e Whitlock (1939), para determinar a presenca de helmintos e
coccideos do género Eimeria. Todas as amostras, foram avaliadas por meio da
nested-PCR para amplificagéo de fragmentos de DNA da subunidade 18S do
gene do RNAr para Cryptosporidium. Por meio do teste Qui-Quadrado e/ou
Fisher foi verificada a associacido da presenca das parasitoses gastrintestinais
em relacdo ao sexo, raca e idade dos animais. Das 126 amostras analisadas,
71,4% foram positivas pelo método de OPG, com identificacdo de 58,9% de
ovos de Estrongilideos; 5,6% de oocistos de Eimeria spp.; coinfec¢cdes em,
14,4% de Estrongilideos e Moniezia spp.; e 15,5% Estrongilideos e Eimeria
spp., € 5,6% infeccéo pelos trés parasitos. Coproculturas foram positivas em 16
amostras, com observacado dos géneros: 31,3% Haemonchus spp.; 12,5%
Trichostrongylus spp.; Oesophagsotumum spp. em apenas uma; e infeccao
mista em 50% por Haemonchus e Trichostrongylus. Para Eimeria spp., a
ocorréncia foi de 19% dos animais, identificando as espécies: E. crandallis; E.
faurei; E. marsica; E. ovinoidalis; E. pallida; E. parva e E. weybridgensis. A
NPCR revelou positividade de 15% e o sequenciamento foi possivel em 19
amostras, com deteccao das espécies: C. xiaoi em 15 amostras, C. ubiquituim
em trés, e C. meleagridis em uma amostra, sendo estas duas Ultimas

consideradas espécies zoonoticas.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptosporidium spp., ovinos, caracterizacdo molecular,

helmintos, Eimeria spp.
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1 INTRODUCAO

Na criacdo de ovinocultura, a verminose € o principal problema sanitario,
na qual causa sérios prejuizos devido a reducdo da produtividade do rebanho e
mortalidade de animais. Véarias espécies de helmintos gastrintestinais ja foram
descritas, porém, em regides com clima tropical e subtropical, duas delas sao
predominantes: Haemonchus contortus e Trichostrongylus colubriformis, sendo
a primeira principal parasito de pequenos ruminantes (AMARANTE et al.,
2004).

Ao ingerirem as larvas infectantes (L3) presentes na pastagem, oS
préprios animais sao as fontes de contaminacdo do ambiente, pois eliminam
nas fezes os ovos dos nematoides, 0s quais irdo se desenvolver ciclo de vida
livre até darem origem as L3 (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE, 2001).

Entre as espécies de nematdodeos gastrintestinais que infectam
pequenos ruminantes, no Brasil, destacam-se H. contortus, T. colubriformis,
Cooperia spp., Strongyloides papillosus, Oesophagostomum columbianum e
Moniezia expansa. Na regidao sul, particularmente, Ostertagia circumcincta e
Nematodirus spp. sédo evidenciados (OLIVEIRA-SEQUEIRA; AMARANTE,
2001).

No Estado de S&o Paulo (SP), a composicao parasitaria predominante,
em pequenos ruminantes, € Haemonchus contortus, Trichostrongylus
colubriformis e Oesophagostomum columbianum (AMARANTE et al., 2004).

O coccideo do género Eimeria causa grande impacto a criacdo de
ovinos e pode ocasionar quadro de enterite hemorragica popularmente
conhecida como curso vermelho (LIMA, 2004). Cordeiros de pastagens ou
alojados sdo acometidos, apresentando estes ultimos maior risco devido a
contaminacdo do ambiente que proporciona condi¢des favoraveis para que 0s
oocistos esporulem e sobrevivam (PLATZER et al., 2005).

A gravidade e o curso da doenca séo frequentemente determinados pelo
namero de oocistos ingeridos, nimero de células intestinais invadidas, pela

guantidade de tecido afetado devido a presenca ou atividade do parasito, a
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espécie de Eimeria presente, fatores estressantes no ambiente, a idade e
estado imunitario do hospedeiro (FOREYT, 1990; LIMA, 2004).

A destruicdo de células das criptas frequentemente resulta em
desprendimento da mucosa intestinal e enterite hemorragica. Diarreia e
septicemia bacterianas, via de regra, acompanham os surtos de eimeriose
(FOREYT, 1990).

Os protozoarios do género Cryptosporidium sao parasitos intracelulares
obrigatérios que pertencem ao filo Apicomplexa, capazes de parasitar as
microvilosidades das células epiteliais do trato gastrintestinal de hospedeiros
vertebrados, incluindo o homem (XIAO et al., 2004).

Nos dultimos anos, houve uma rapida expansdo das pesquisas
envolvendo esse género, em grande parte relacionada a estudos moleculares,
propiciando a descricdo de varias espeécies, genotipos e subtipos do parasito
(PLUTZER; KARANIS, 2009). Atualmente s&o reconhecidas 22 espécies e
mais de 40 gendtipos desse protozoario adaptados a diversos hospedeiros
(BERRILI et al., 2012).

Devido a habilidade desse parasito infectar diferentes hospedeiros e a
sua presenca constante no ambiente, as pessoas podem adquirir a infeccéao
por contato direto com outros individuos ou animais infectados, pela ingestao
de alimentos ou &gua contaminados (XIAO, 2010). Dessa forma, a
caracterizacdo molecular de isolados de diferentes origens (animal, humana e
ambiental) tem sido amplamente usada com o intuito de investigar o potencial
zoonotico das espécies do referido protozoario (XIAO; FAYER, 2008).

Ovinos sdo comumente infectados pelas principais espécies:
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium Xxiaoi e Cryptosporidium ubiquitum
(FAYER; SANTIN, 2009), sendo o primeiro apontado como importante agente
causador de diarreia neonatal em ruminantes (O'HANDLEY; OLSON, 2006) e
um dos principais responsaveis pela criptosporidiose humana (XIAO; FENG,
2008). Assim, esses animais tem sido considerados importantes reservatérios
da infeccdo zoondética (XIAO; FAYER, 2008).
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Este protozoéario ja foi observado em fezes de cordeiros em paises
como, nos Estados Unidos da América (FAYER; SANTIN, 2009), Reino Unido
(MUELLER-DOBLIES et al., 2008), Itadlia (PAOLETTI et al., 2009), Espanha
(QUILEZ et al., 2008), Tunisia (SOLTANE et al., 2007), China (WANG et al.,
2010), Australia (YANG et al., 2009) e Brasil (FERES et al., 2009).

Neste trabalho, foram realizados métodos convencionais para
demonstrar a ocorréncia de Helmintos e coccideo do género Eimeria e para o
Cryptosporidium foi utilizada a reacdo de nested-PCR para a amplificacao de
fragmentos de DNA da subunidade 18S do gene do RNA ribossdmico em
amostras fecais de cordeiros com até um ano de idade, de propriedades do
municipio de Alambari, S&o Paulo. O sequenciamento de amostras positivas foi
efetuado para identificacdo das espécies de Cryptosporidium responsaveis pela
infeccéo.

2 MATERIAL E METODO

2.1 Colheita das amostras

O Municipio de Alambari, de acordo com os dados do IBGE, 2008 tem
um total de 475 ovinos. Desta forma, na execucéo deste projeto foram visitadas
as propriedades e aplicados os questionarios com o conhecimento real do
namero de animais existentes em cada fazenda e a partir dai, foram colhidas
amostras fecais de todos os cordeiros de idade até um ano.

Durante o periodo de julho de 2011, amostras fecais de todas as
ovinoculturas (trés propriedades) da referida localidade, de cordeiros até um
ano de idade, foram coletadas diretamente da ampola retal, totalizando 193
amostras, as quais foram armazenadas em potes coletores devidamente
identificados, sob refrigeracao a 8°C até o momento do exame.

No Laboratério de Doencas Parasitarias da Faculdade de Medicina
Veterinaria da UNESP, campus de Aracatuba, as amostras foram preparadas

para cada uma das técnicas propostas.
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Das 193 amostras, foi possivel a realizacdo da técnica de contagem de
ovos por gramas de fezes somente em 126, aliquotas positivas com OPG
acima de 500 foram efetuadas coproculturas para recuperagdo das larvas e
identificacdo dos possiveis géneros e para Eimeria spp. o material foi mantido
em solucdo de bicromato de potassio a 2,5% para posterior esporulacédo e
mensuracdo dos oocistos para classificacdo das espécies.

A composicao do rebanho era variada, sendo este formado por machos
(n=12) e fémeas (n=114), mesticos (n=22) e exemplares das racas Texel
(n=85) e Santa Inés (n=19). De acordo com a faixa etéria, os animais foram
divididos em grupos, sendo o primeiro até seis meses (n=45) e o0 segundo
grupo de sete a 12 meses (n=81).

As amostras fecais foram avaliadas quanto a consisténcia e
classificadas como sélidas (normais n=105) e pastosas a liquidas (diarreicas
n=21).

Aliquota fecal de aproximadamente 20 gramas das 193 amostras foram
armazenadas devidamente identificadas em microtubos de 2 mL e congelada a
-20°C in natura para posterior extracéo de oocistos e realizacdo da nPCR, para
Cryptosporidium, no laboratorio de Ornitopatologia da UNESP, campus de
Aracatuba/SP.

Em relac&o ao rebanho, eram constituidos por machos (n=38) e fémeas
(n=155), mesticos (n=42) e exemplares das racas Texel (n=129) e Santa Inés
(n=22). Quanto a idade e a consisténcia fecal, foram divididos em grupo 1
(n=91) até seis meses, 0 grupo 2 (n=102) sete a 12 meses, e a consisténcia

fecal em sodlidas (normais n=156) e pastosas a liquidas (diarreicas n=37).

2.2 Técnicas Coproparasitolégicas

As amostras foram analisadas pela contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) de acordo com a técnica de Gordon e Whitlock (1939). Quando a
média de OPG foi superior a 500, foram realizadas coproculturas,

posteriormente as larvas foram recuperadas e contadas estabelecendo assim o
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percentual, por género. A identificacdo foi realizada com base na descricdo

feita por Ueno e Goncalves (1998).

2.3 Técnica de esporulacédo e identificacao das espécies de Eimeria spp.

As amostras positivas, analisadas quantitativamente pelo método de
contagem de oocistos por grama de fezes (OOPG), foram colocadas para
esporular com solucdo de bicromato de potassio a 2,5% por sete dias, em
temperatura ambiente, para posterior identificacdo das espécies de Eimeria,

seguindo os parametros de Ueno e Gongalves, (1998).

2.4 Extracéo de DNA gendmico

O DNA gendmico dos oocistos foi extraido utilizando-se o QIAamp DNA
Stool Mini Kit® (Qiagen), seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante, com
excecdo de incubacdo a 99° C ap6s diluicdo dos oocistos em tampéo ATL e
eluicdo do DNA em 50 microlitros de buffer AE. O DNA extraido foi conservado

a temperatura de -20°C, até o seu processamento.

2.5 Reacéo de nested-PCR

Para amplificacdo de fragmentos de DNA do gene da subunidade 18S
do RNA ribossdmico foi utilizada a técnica de nested-PCR com
oligonucleotideos iniciadores 5" TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3’ e 5 CCC
ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’ para a reagao primaria (1325 bp) e 5
GGAAGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG 3’ e 5" AAG GAG TAA GGA ACA
ACC TCC A 3’ para a reacdo secundaria (826-840 bp) (XIAO et al., 2000).

As seguintes condi¢cfes de reacdo foram utilizadas: preparacédo de 25uL
de solucéo contendo 2,5 yL de tampéo para PCR 1 x, MgCl,a 2,5 mM, 1 U de
Taq DNA polimerase, 200 uM de cada desoxiribonucleotideo, 100 nM de cada

oligonucleotideo iniciador e 2,5 uL de DNA alvo nas duas reacdes. Como
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controle positivo e negativo foram utilizados C. galli e &gua ultra-pura
respectivamente. As amostras foram processadas em aparelho termociclador,
submetidas a desnaturacao inicial do DNA a 94° C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos, cada um consistindo em desnaturagéo por 45 segundos a 94° C, 45
segundos de anelamento a 57°C e 60 segundos de extensao a 72° C, com
extensdo final a 72°C, por 7 minutos (XIAO et al., 2000).

2.6 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Amostras que apresentaram amplificacéo intensa do fragmento de DNA,
visualizadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo, foram purificadas utilizando-se o kit QIAquick® Gel
Extraction (Qiagen), e submetidas a sequenciamento com utilizacdo do ABI
Prism® Dye Terminator Cicling Sequence kit (Applied Biosystems®) em
sequenciador automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems). As reacdes de
sequenciamento foram feitas nas duas dire¢cdes, com os oligonucleotideos

iniciadores da reacdo secundaria.

2.7 Alinhamento e traducéo das sequéncias

Para determinacdo da sequéncia consenso foi utilizado o software
Codoncode Aligner versdo 1.5.2. (CodonCode Corporation Dedham®, MA,
USA). O alinhamento das sequéncias consensos dos fragmentos amplificados
por PCR foi feito com o auxilio dos programas Clustal W (THOMPSON et al.,
1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), tomando-se como

base sequéncias homodlogas disponiveis no GenBank.

2.8 Andalise estatistica

A analise estatistica descritiva foi efetuada por meio do calculo de

porcentagem e pelo Teste Qui Quadrado e/ou Fisher para verificar associacao
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entre a ocorréncia das parasitoses gastrintestinais e as varidveis estudadas,
raca, sexo, idade e consisténcia fecal. O nivel de significancia adotado foi de
5%, e as analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o programa
Statistical Analysis System (SAS), verséo 9.2 (2008).

3 RESULTADOS

Por meio da andlise estatistica descritiva, das 126 amostras, 71,4%
foram positivos pelo método de OPG, observando ovos de pelo menos um
helminto e/ou oocistos de Eimeria spp.. Identificando a presenca de 58,9% de
ovos de Estrongilideos; e 05,6% oocistos de Eimeria spp.; coinfec¢des foram
ainda verificadas, 14,4% ovos de Estrongilideos e Moniezia spp.; e 15,5%
Estrongilideos e oocistos de Eimeria spp., e 05,6% infeccdo pelos trés
parasitos.

A coprocultura foi positiva em 16 amostras, e revelaram os seguintes
géneros: 31,3% Haemonchus spp.; 12,5% Trichostrongylus spp.;
Oesophagsotumum spp. em apenas uma amostra; e infeccdo mista em 50%
por Haemonchus e Trichostrongylus.

O teste de Qui Quadrado e/ou Fisher ndo resultou em associacdo da
positividade por meio da técnica de OPG com relagcdo ao sexo (p=0,3214),
idade (p=0,6381) e consisténcia fecal (p=0,1124), havendo associacdo
somente com a raca (p=0,0122), observando que a maior parte dos cordeiros
era da raca Texel.

Em relacdo ao coccideo Eimeria spp., a ocorréncia foi de 19% dos
animais, identificando as seguintes espécies: E. crandallis; E. faurei; E.
marsica; E. ovinoidalis; E. pallida; E. parva e E. weybridgensis (figura 1),
observando-se a presenca de mais de uma espécie em todas as amostras
analisadas. As espécies encontradas com maior frequéncia foram E.
weybridgensis e E. ovinoidalis.

A analise estatistica resultou em associacdo com a presenca deste

coccideo com as variaveis sexo (p=0,0017), raca (p<0,0001) e faixa etaria
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(p<0,0001), ndo sendo significativo com relacdo a consisténcia fecal
(p=0,3229). A maioria dos cordeiros positivos eram fémeas, sendo das racas
Santas Inés e Texel, com até seis meses de idade, e que apresentaram

consisténcia solida.

"

E. pallida E. crandal/iS

E. ovinoidalis E. parva E. weybridgensis

Figura 1- Aspecto microscépico de sete espécies de Eimeria identificadas em
fezes de cordeiros até um ano de idade, naturalmente infectados no
Municipio de Alambari-SP, (objetiva 40x).

Das 193 amostras analisadas por meio da nPCR, 29 foram positivas.
Deste numero total, 0 sequenciamento foi possivel para 19 amostras. A analise
das sequéncias de gene 18S rRNA permitiu a identificacdo de C. xiaoi em 15
amostras, C. ubiquitum em trés e C. meleagridis em uma (Tabela 1).

Todas as propriedades apresentaram animais positivos, o C. xiaoi ndo
foi detectado em apenas uma das propriedades, sendo esta composta por
animais de onze a doze meses de idade. Enquanto o C. ubiquitum e C.
meleagridis foram observados em uma Unica criagdo de ovinocultura, em que
havia presenca de pombos sobre a racéo.

N&o houve diferenca estatistica na associagdo da positividade com as

racas (p=0,1706) e o sexo (p=0,6120) dos cordeiros. Pelo teste de Qui-
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Quadrado, houve associacdo entre a faixa etaria (p=0,0107) e a consisténcia
fecal (p=0,0010) em relacdo a ocorréncia de Cryptosporidium spp.

A maioria dos cordeiros infectados por Cryptosporidium spp. eram
jovens, abaixo de seis meses de idade (Tabela 1) e ndo apresentaram diarreia
(Tabela 2).

Tabela 1- Distribuicdo das espécies de Cryptosporidium spp. detectadas por
meio de nPCR e sequenciamento, de acordo com a faixa etaria

Faixa etéria Ndmero
(meses) Animais Positivo — Espécies Identificadas®
nPCR (%)
. C. xiaoi (8
ate 06 91 20 (21.9) C.ubiquituign)(s)
C. xiaoi (7)
07-12 102 09(8.8) C.meleagridis (1)
C. xiaoi (15)
Total 193 29 (15.0) C.ubiquituim (3)

C. meleagridis (1)

% |dentificacdo das espécies por sequenciamento foi bem sucedido em 19 de
29 amostras.

Tabela 2- Ocorréncia da infec¢éo por Cryptosporidium spp. detectada por meio
da nPCR, de acordo com a consisténcia fecal

Numero de NUmero Positivo —

A &
Consisténcia fecal animais nPCR (%) P
Normais 156 17 (10.9)
Diarreicas 37 12 (32.4) 00010

(1) teste y °

4 DISCUSSAO

Pelo teste de OPG realizado neste estudo, a ocorréncia foi de 71,4%,
revelando ovos de pelo menos um helminto e/ou oocistos de Eimeria spp. nos
animais. Porém dados inferiores foram constatado por Brito et al. (2009),
apresentando também infeccdo simultdnea e multiespecifica de helmintos e

coccidios em ovinos.
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As frequéncias dos géneros identificados parasitando cordeiros foram:
Haemonchus spp.; Trichostrongylus spp.; Oesophagsotumum spp. e infeccéo
mista por Haemonchus e Trichostrongylus, sendo estes em sua maioria da raca
Texel. Morales et al. (2001), em estudo da infeccdo por nematodeos
gastrintestinais em ovelhas na Venezuela, e Miller et al. (1998), em avaliacéo
do parasitismo em ovinos da raca Suffolk nos Estados Unidos, identificaram os
géneros Haemonchus e Trichostrongylus como dominantes nesses rebanhos.
Ng'ang’a et al. (2004), verificando a epidemiologia de helmintos gastrintestinais
em ovinos da raca Dorper no semiarido do Quénia, observaram 0s seguintes
géneros: Trichostrongylus, Haemonchus, Oesophagostomum e também
Cooperia, na qual este ultimo nao foi evidenciado neste trabalho.

Em cordeiros na Alemanha, a ocorréncia do coccideo do género Eimeria
foi de 66,4% nas amostras positivas (GAULY et al., 2004), 91,3% na Austria
(PLATZER et al., 2005) e 93,1% na regido nordeste da China (WANG et al.,
2010a), ndo condizentes com os dados avaliados neste estudo que mostrou
ocorréncia da infeccéo de 19%.

Espécies mais frequentes nesta pesquisa foram E. weybridgensis e E.
ovinoidalis concordando com Amarante e Barbosa (1992) e Platzer et al.
(2005), sendo que a E. ovinoidalis também estava entre as mais observadas
por Gauly et al. (2004). J&A Wang et al. (2010a) detectou como espécies mais
evidentes E. ahsata, E. parva e E. bakuensis.

A Eimeria afeta todas as idades, mas mais intensamente cordeiros por
serem mais susceptiveis (TAYLOR; CATCHPOLE, 1994). Morbidade,
mortalidade e impacto econdmico estdo associados principalmente aos
cordeiros jovens, responsaveis pela liberacdo de grandes quantidades de
oocistos no ambiente (SILVA et al., 2007).

InfecgcBes mistas encontradas entre as amostras sdo mais comumente
vistas que a presenca de uma Unica espécie (ARSLAN et al., 1999), sendo
descritas simultaneamente até nove espécies de Eimeria (GAULY et al., 2004),

estando de acordo com os achados presentes, em que h& coinfec¢cédo entre as
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espécies deste género. Isto também se deve pelo meio existente dos animais
estarem expostos a biodiversidade ambiental (SILVA et al., 2007).

Consideradas espécies patogénicas E. crandallis e E. ovinoidalis, a
maioria das outras espécies apresentam patogenicidade relativamente baixa
(TAYLOR et al.,, 2010). Embora esta Udltima seja encontrada com maior
frequéncia no presente estudo, nenhum caso de coccidiose clinica foi
observada, apesar da eliminacdo de oocistos em suas fezes. Infeccdo
subclinicas sé@o susceptiveis especialmente aos animais jovens, a doenca pode
ocorrer sob fatores de estresse como, mudancas na alimentacao,
reagrupamento, desmame, clima e transporte (WANG et al., 2010a).

Neste estudo, as fémeas e cordeiros com padrdao racial foram mais
afetados, portanto ainda ha poucos relatos direcionados a estes grupos, 0 que
de certa forma poderiam contribuir para a epidemiologia deste parasito. Porém
uma pesquisa envolvendo ovelhas das ragas Merino, Corriedale, Ideal e
Romney Marsh, em Botucatu-SP, ndo observaram predisposicdo racial as
infeccdes por Eimeria spp., mas € provavel que os cordeiros das diferentes
racas apresentem também susceptibilidade similar a eimeriose (BRESCIANI et
al., 2002).

Em nosso estudo, observamos 15% de ocorréncia de Cryptosporidium
spp. em cordeiros por meio da nPCR.

Resultados superiores como 77,4% nos Estados Unidos, 25% no Brasil
e 24,5% na Australia, foram verificados por Santin et al. (2007), Silva, (2007) e
Yang et al. (2009), mas Fiuza et al. (2011) no Brasil, observaram apenas 1,6%
de positividade nos animais examinados. Porém, Robertson et al. (2010) na
Noruega, evidenciaram achados semelhantes aos nossos.

Das amostras positivas para Cryptosporidium, a maioria dos cordeiros
apresentaram fezes com consisténcia sélida (tabela 2), contrapondo-se estes
dados por Causapé et al. (2002) na Espanha, que detectaram maior
positividade em animais diarreicos. Em relacdo a faixa etaria, outros autores
também relataram alta ocorréncia deste protozoario nos mais jovens
(MAJEWSKA et al., 2000; CAUSAPE et al., 2002; SANTIN et al., 2007).
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A espécie de maior frequéncia observada nos cordeiros foi C. xiaoi
seguida pelo C. ubiquitum, dados semelhantes foram verificados na Australia
(SWEENY et al., 2011). Distribuida no mundo todo, esta ultima espécie foi
isolada em seres humanos (ONG et al., 2002; XIAO, 2010), mas tem sido
observada em cordeiros com menos de doze meses de idade (SANTIN et al.,
2007; YANG et al., 2009; ROBERTSON et al., 2010; WANG et al., 2010;
SWEENY et al., 2011).

No presente estudo, foi observado C. ubiquitum em cordeiros de cinco
dias a seis meses de idade, porem Wang et al. (2010) encontraram C.
ubiquitum em todos os grupos de idade (cordeiros e ovelhas adultas) e foi
considerada a principal espécie em ovinos na China.

Em concordancia com nossa pesquisa, Swenny et al. (2011), isolaram C.
ubiquitum em cordeiros de duas semanas a quatro meses de idade. Casos
esporadicos desta espécie afetam os seres humanos e tém sido descritos
(LEONI et al., 2006; SOBA et al., 2006) e, portanto, esta espécie deve ser
considerado um patégeno zoonético (SANTIN et al., 2007).

No Brasil, este é o primeiro relato de C. xiaoi em cordeiros. Infeccdes
geneticamente confirmadas por C. xiaoi, (antes referido como C. bovis-like)
essa nova espécie foi homeada em homenagem ao Dr. Lihua Xiao por suas
contribuicbes na taxonomia e epidemiologia molecular de espécies de
Cryptosporidium (FAYER; SANTIN, 2009). Este parasito foi observado em
ovinos nos EUA (SANTIN et al., 2007); Espanha (NAVARRO-I-MARTINEZ et
al.,, 2007); Tunisia (ELWIN; CHALMERS, 2008); Reino Unido (MUELLER-
DOBLIES et al., 2008); China (WANG et al., 2010), Noruega (ROBERTSON et
al., 2010) e Australia (SWEENY et al.,, 2011). Neste estudo, C. xiaoi foi
observado nos dois grupos de faixas etarias, sendo também encontrado por
outros autores em ovinos entre 14 e 21 dias de idade, e de dois a 48 meses
(SANTIN et al., 2007; NAVARRO-I-MARTINEZ et al., 2007; ELWIN;
CHALMERS, 2008; MUELLER-DOBLIES et al., 2008). No entanto, Wang et al.

(2010), observaram esta espécie somente em cordeiros.



48

Das trés propriedades analisadas, o C. ubiquitum e C. meleagridis foram
observados em uma Unica criacdo de ovinocultura, onde foram notados no
momento da colheita das amostras, pombos e gatos que permaneciam no
compartimento em que era armazenada a racdo administrada ao rebanho.

C. meleagridis foi descrito inicialmente em perus (Meleagris gallopavo),
em 1955 (SLAVIN, 1955) e posteriormente em varias espécies de aves (RYAN;
XIAO, 2008), incluindo os pombos domésticos (QI et al., 2011). C. meleagridis
€ a terceira espécie mais comum no homem (CAMA et al.,, 2008) e ja foi
detectada em humanos tanto imunocompetentes como imunossuprimidos
(XIAO; FENG, 2008; CAMA et al., 2008). A presenca de C. meleagridis em
fezes de ovinos, neste experimento, ndo significa que houve infecgcéo, pois ha
possibilidade de ingestdo de oocistos eliminados por pombos presentes no

ambiente e sua eliminagcao passiva, em fezes.

5 CONCLUSAO

A ocorréncia da infeccdo por nematdédeos em cordeiros até um ano de
idade foi alta, sendo observado com maior frequéncia Haemonchus spp.;
Trichostrongylus spp. e entre as espécies identificadas de Eimeria verificou-se
a E. ovinoidalis considerada patogénica. Os cordeiros foram afetados por uma
combinacdo mista de coccideo, demonstrando uma cinética de oocistos e
patogenicidade diferente. A infeccdo por Cryptosporidium foi detectada nos
cordeiros, com predominancia de C. xiaoi, sendo o primeiro estudo de
caracterizacdo molecular desta espécie de Cryptosporidium no Brasil. Também
foram encontradas C. ubiquituim e C. meleagridis, duas espécies com potencial

zoonatico.
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