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OCORRENCIA DA INFECCAO POR Cryptosporidium spp. EM EGUAS E
SEUS RESPECTIVOS POTROS EM MUNICIPIOS DA REGIAO NOROESTE
DO ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO — No primeiro capitulo foi abordada a importancia, assim como os
aspectos da etiologia, biologia, epidemiologia e diagndstico da infeccao por
Cryptosporidium spp. No segundo capitulo, um total de 101 amostras fecais de
éguas das racas Quarto de Milha, Mangalarga Marchador, Paint Horse, Crioula
e Pampa e seus respectivos potros foram analisados pela técnica de Kinyoun.
A partir dos resultados obtidos neste estudo foi elaborado um artigo cientifico a
ser submetido a Revista Brasileira de Parasitologia. A ocorréncia da infecg¢ao
por Cryptosporidium detectada pela técnica de Kinyoun foi de 20,8% (21/101)
para potros e 17,8% (18/101) para éguas. Adicionalmente, observou-se que
potros com idade superior a dois meses, independentemente da raca
analisada, bem como os animais da raca Mangalarga sdo menos susceptiveis

a ocorréncia de Cryptosporidium spp.

Palavra-chave: Doencgas parasitarias em animais, Etiologia, Kinyoun



OCCURRENCE OF INFECTION BY Cryptosporidium spp. IN MARES AND
THEIR RESPECTIVE FOALS IN MUNICIPALITIES OF THE NORTHWEST
REGION OF SAO PAULO STATE, BRAZIL

SUMMARY - In the first chapter, the importance and aspects related to the
etiology, biology, epidemiology and diagnosis of infection by Cryptosporidium
spp. were addressed. The second chapter reports the analysis, using Kinyoun
stain, of a total of 101 fecal samples from mares of the breeds Quarter Horse,
Mangalarga Marchador, Paint Horse, Crioula and Pampa and their respective
foals. The results obtained in this study were used to prepare a scientific paper
to be submitted to the Brazilian Journal of Veterinary Parasitology. Occurrence
of infection by Cryptosporidium, according to Kinyoun stain, was 20.8%
(21/101) for foals and 17.8% (18/101) for mares. In addition, foals older than
two months, regardless of the analyzed breed, as well as Mangalarga animals,

are less susceptible to the occurrence of Cryptosporidium spp.

Keywords: Parasitic diseases in animals, etiology, Kinyoun



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Importancia

Agente etioldgico de surtos de criptosporidiose por veiculacao hidrica em
paises desenvolvidos, Cryptosporidium foi tido como responsavel por
quadros de ma-nutricao e morte em criangas (ROSSIGNOL, 2010).

E com o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, na
década de 1980, relatos de infec¢des oportunistas foram associados a
criptosporidiose e este parasito passou a ser considerado um importante
patdgeno em seres humanos (FAYER, 2010; SMITH; NICHOLS, 2010;).

1.2 Revisao de Literatura

O género Cryptosporidium foi descrito pela primeira vez pelo
parasitologista americano Ernest Edward Tyzzer em 1907, quando foi
detectado em glandulas gastricas de camundongos de laboratério.

Quanto a classificacdo sistematica, este protozoario foi classificado
como pertencente ao Filo Apicomplexa, por meio de estudos moleculares com
utilizacdo do gene 18S do rBRNA. Entretanto, o Cryptosporidium spp. ja foi
considerado filogeneticamente mais préximo da subclasse Gregarinia
(CARRENO et al., 1999).

Atualmente, encontram-se descritas 20 espécies de Cryptosporidium.
Dentre estas, 12 apresentam ocorréncia em mamiferos, com 61 gendétipos
determinados de acordo com a caracterizacao genética e a espécie hospedeira
(PLUTZER; KARANIS, 2009; SMITH; NICHOLS, 2010).

Cryptosporidium tem um ciclo de vida monoxeno, com localizagao
no trato gastrintestinal do hospedeiro. Algumas caracteristicas o distinguem de

outros coccidios, como a localizagao intracelular extracitoplasmatica, com
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organela propria para alimentacdo e sua capacidade de auto-infecgao
(TZIPORI, 1998).

Apds ingestdo dos oocistos esporulados, séo liberados quatro
esporozoitos no intestino do hospedeiro. O esporozoito € englobado pelas
microvilosidades, originando um vacuolo parasitoforo, iniciando a reproducao
assexuada que formara os trofozoitos. Com a realizagédo de trés divisdes
nucleares, sao liberados de oito e quatro esporozoitos que originardo os
merontes tipo | e tipo Il, respectivamente os quatros trofozoitos da segunda
merogonia irdo dar inicio a reproducdo sexuada, com formacdo de
macrogametas e microgametas. A fecundacdo do macro e microgameta dara
origem ao zigoto, resultando na producdo de oocistos de parede delgada,
capazes de iniciar um novo ciclo dentro do hospedeiro e oocistos de parede
espessa, que sao altamente resistentes ao ambiente (Figura 1) (TZIPORI,
1998).
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FIGURA 1- Ciclo de vida Cryptosporidium parvum. llustracao de Eric Peterson. Tufts University
School of Veter
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Oocistos de Cryptosporidium sao altamente resistentes as condi¢des
ambientais e a acdo de produtos quimicos. Esta caracteristica deve-se a uma
complexa barreira protetora, constituida de uma dupla camada de lipoproteinas
e carboidratos, que conferem rigidez a sua parede (PLUTZER; KARANIS,
2009; THOMPSON et al., 2008).

Dessecacao, variagdes de temperatura, de pH e exposicao a luz ultra
violeta podem reduzir o tempo de sobrevivéncia dos oocistos (SMITH;
NICHOLS, 2010).

Os passaros, anfibios, répteis e mamiferos, incluindo o homem, podem
ser hospedeiros de diferentes espécies de Cryptosporidium (FAYER, 2010;
NICHOLS, SMITH, 2010; PLUTZER; KARANIS, 2009).

A transmissao antroponotica e zoondtica da criptosporidiose ocorre pela
rota fecal-oral, onde as fezes representam a via de eliminacdo do agente e a
boca do hospedeiro sua porta de entrada (Figura 2). Oocistos de
Cryptosporidium podem ser encontrados frequentemente na agua e em
alimentos (THOMPSON et al., 2008). A constatacdo deste protozoario em
vegetais crus ou pobremente cozidos, frutos do mar, como ostras e mariscos,
leite ndo pasteurizado, cidra e agua mineral tem sido relatada em varios
paises, podendo ocorrer a contamina¢ao dos alimentos durante sua producéo,
colheita, transporte e processamento (SMITH; NICHOLS, 2010).
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FIGURA 2- Ciclo do parasito Cryptosporidium no hospedeiro humano

Historicamente, surtos de criptosporidiose por veiculagao hidrica, foram
associados, em grande parte, ao acesso de seres humanos a reservatorios de
agua como piscinas, lagos de recreacdo e parques aquaticos (SMITH;
NICHOLS, 2010).

Com relagcdo a condicao imunitaria, em animais imunocompetentes, a
infeccdo assume carater auto-limitante, podendo ocorrer a deteccao deste
parasito mais frequentemente em jovens. Em adultos, o estresse pode induzir
queda da resisténcia, acarretando no hospedeiro a forma de infeccao
subclinica crénica (THOMPSON et al., 2008).

Os oocistos de Cryptosporidium sao de dificil visualizagdo, medindo
entre 4 a 6 um, com forma esférica e estrutura interna que dificulta seu

diagnéstico ao microscopico optico (FAYER et al., 2000).
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Isto se deve a dois fatores, em primeiro lugar, seu tamanho diminuto e,
além disso, varias espécies neste género apresentam-se morfologicamente
idénticas, o que inviabiliza a analise morfolégica como unico método
diagndstico para a identificacao espécie especifica (FAYER et al., 2000).

O método convencional mais utilizado é a técnica de Ziehl-Neelsen,
exame de esfregacos fecais tratados com corantes 4&cido-rapidos, que
possibilitam a observacao de oocistos (CIRAK; BAUER, 2004).

A utilizacdo de ferramentas moleculares é de grande importancia na
deteccdo de oocistos de Cryptosporidium especialmente, por possibilitar a
caracterizacdo molecular desse oocisto obtido de amostras fecais ou
ambientais (CACCIO et al., 2005).

As técnicas moleculares mais utilizadas, atualmente, sdo a reagcdo em
cadeia de polimerase seguida da digestdao dos fragmentos amplificados com
enzimas de restricao (PCR-RFLP) e sequenciamento de DNA (XIAO et al.,
2004).

A primeira descricao de Cryptosporidium em equinos foi realizada em
potros arabes com comprometimento do sistema imune (SNYDER et al., 1978).

A criptosporidiose € mais grave quando o hospedeiro apresenta alguma
condicao imunossupressora, podendo ocorrer diarréia aquosa, ma absorcao e
perda de peso (JOHNSON et al.,, 1997). A manifestacdo da infeccdo em
equinos é pouco relatada, entretanto, acredita-se que a maioria desses animais
infectados sejam assintomaticos (OLSON et al., 1997).

A prevaléncia em equinos pode variar conforme o clima, o manejo, a
populacao, a localizacao geografica e o método diagndstico utilizado para sua
deteccao (SOUZA et al., 2009).

Majewska et al. (2004) observaram concordancia entre as técnicas de
coloracdo com Ziel-Nielsen e ensaio imunoenzimatico na detec¢do deste
protozoario, verificando ocorréncia de 3,5% de oocistos de Cryptosporidium

parvum em cavalos na Polénia.
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Um estudo piloto realizado por Chalmers et al. (2005) em cavalos,
identificou a ocorréncia do gendtipo 2 de C. parvum, que é um dos agentes
etiologicos que acometem humanos.

Jonhson et al. (1997) ndo encontraram Cryptosporidium em 91 equinos
adultos provenientes de 16 regides da Califérnia, por meio da técnica de
imunofluorescéncia direta.

Grinberg et al. (2008) isolaram e identificaram por meio de biologia
molecular Cryptosporidium em potros com diarréia na Nova Zelandia, para
inferir sobre possiveis rotas de transmissdo. Estes pesquisadores néao
concluiram a origem deste parasito ou o seu potencial zoondtico, entretanto,
foram identificados diferentes alelos de C. parvum. Os autores sugeriram que
este polimorfismo reflete a diversidade genética em C. parvum.

Gomes et al. (2008), em Santa Maria, RS verificaram presenca de
Cryptosporidium em 75% (48/64) dos equinos estabulados no Jockey Club, por
meio da técnica de Faust modificada, todavia, este resultado contraria a
maioria dos estudos em equinos que revelaram ser baixa a ocorréncia deste
protozoario.

Um estudo realizado por Veronesi et al. (2009) com 150 animais (120
potros e 30 éguas) na Italia descreveram que a falta de imunidade em animais
jovens pode influenciar na intensidade da excrecdo como na prevaléncia do
parasita em questao.

Sobre a infeccdo natural por Cryptosporidium, em equinos, com
diferentes tipos de manejo, Souza et al. (2009) concluiram que a infeccao
provavelmente estd relacionada ao estado imunolégico e as condi¢des
sanitarias ambientais dos equinos. Este estudo foi realizado com 396 amostras
coletadas de diferentes populag¢des (16 fazendas de quatro cidades do Rio de
Janeiro, Seropédica, Volta Redonda, Quatis, Barra do Pirai, Pinheiral, 4
corporagdes militares do Estado do Rio de Janeiro e pelo Centro de Controle
de Zoonoses de varias regides da cidade do Rio de Janeiro).

Toscan et al. (2010), no Municipio de Santa Maria detectaram 38,5%

(20/52) de positividade para Cryptosporidium spp. em 52 cavalos de tragao,
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sem raca definida, de ambos os sexos, com faixa etaria entre um e vinte anos
de idade. As amostras fecais foram examinadas pela técnica de centrifugo-
flutuacdo com sulfato de zinco (Faust et al., 1938) sendo encontrada maior
prevaléncia entre os jovens. Também foi notada elevada ocorréncia de
cavalos assintomaticos, que implica na contaminacdo do meio ambiente e
possiveis riscos de infec¢do, especialmente para os cocheiros.

Burton et al. (2010), no Estado de Nova York, verificaram pela técnica de
imunofluorescéncia indireta 7,4% (13/175) de positividade em potros e 1,7%
(3/174) nas éguas e pela PCR, porcentagem de 5,1% (9/175) em potros e
negatividade em éguas (0/174).

2 Objetivo geral

No presente trabalho pretende-se determinar a ocorréncia da infeccao
por Cryptosporidium spp. em éguas e seus respectivos potros em municipios
da regiao noroeste do estado de Sao Paulo e correlacionar a positividade para
esse parasito com as variaveis raga, sexo, idade, grau de hidratacéo e fonte de
agua. Para tanto, serdao empregadas duas metodologias: Kinyoun e Nested
PCR.
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Abstract: The present study aimed to analyze the occurrence of infection by
Cryptosporidium spp. in mares and their respective foals. A total of 101 mares
and 101 foals of several breeds were employed; among foals, 62 were males
and 39 females, aged from three to 330 days. Feces were collected directly
from the rectal ampulla, purified and processed according to modified Kinyoun
stain. Occurrence of Cryptosporidium spp. was 21.8% (21/101) for foals and
17.8% (18/101) for mares, according to Kinyoun stain. Foals younger than 60
days were more susceptible to the infection. A significant association with
breeds and age was evidenced for the occurrence of Cryptosporidium spp. The
obtained results led to the conclusion that foals older than two months and

Mangalarga animals are less susceptible to occurrence of Cryptosporidium spp.
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Resumo: O presente estudo tem como objetivo analisar a ocorréncia da
infeccdo por Cryptosporidium spp. em éguas e seus respectivos potros. Um
total de 101 éguas e 101 potros de diversas racas foram utilizados, sendo que
entre os filhotes, 62 eram machos e 39 fémeas, com idade variando de trés até
330 dias. Fezes foram colhidas diretamente da ampola retal, purificadas e
processadas pela técnica de Kinyoun modificada. A ocorréncia de
Cryptosporidium spp. observada foi de 21,8% (21/101) para potros e 17,8%
(18/101) para éguas pela técnica de Kinyoun Potros com menos de 60 dias
foram mais susceptiveis a infeccdo. Associacao significativa com as racas e a
idade foi evidenciada em relacao a ocorréncia de Cryptosporidium spp. A partir
dos resultados obtidos conclui-se neste estudo que potros com idade superior
dois meses e animais da raga Mangalarga sdo menos susceptiveis a
ocorréncia de Cryptosporidium spp.

Palavra-chave: Doencga parasitaria em animais, Etiologia, Kinyoun

Introducéo

O protozoario Cryptosporidium tem sido associado a presenca de
diarréia em animais imunocompetentes e imunodeficientes (BJORNEBY et al.,
1991; COLEMAN et al., 1989; GIBSON et al., 1983; GRINBERG et al., 2003;
MAIR et al., 1990).

A andlise dos fatores de risco envolvidos na eliminacao fecal de oocistos
de Cryptosporidium parvum em cavalos foi realizada por Cole et al. (1998).
Todavia, alguns aspectos clinicos e epidemiolégicos desta infec¢cédo ainda nao
estdo bem esclarecidos (VERONESI et al.,, 2009). No Brasil dados sobre a
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ocorréncia de Cryptosporidium spp. na espécie equina sao escassos até o
momento.

O presente estudo tem como objetivo analisar a ocorréncia da infeccao
por Cryptosporidium spp. em éguas e seus respectivos potros em municipios
da regiao noroeste do estado de Sao Paulo e correlacionar a positividade para
esse parasito com as variaveis raga, sexo, idade, grau de hidratacao das fezes
e fonte de agua.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada em 11 fazendas localizadas nos Municipios de
Aracatuba, Birigui, Guararapes e Santo Anténio do Aracangud, na regiao
Noroeste do Estado de Sao Paulo, durante o periodo de novembro de 2010 a
marco de 2011. Um total de 101 éguas e seus respectivos potros foram
utilizados, porém para andlise estatistica foi considerado um n=99 para cada
populacdo de animais. Estes eram das racas Quarto de Milha, Mangalarga
Marchador, Paint Horse, Croula e Pampa e entre os filhotes, 62 eram machos e
39 fémeas, com idade variando de trés até 330 dias. Os potros foram
distribuidos conforme sua idade em dois grupos < 60 dias e > 60 dias.

Um questionario epidemioldgico foi aplicado aos proprietarios, contendo
perguntas a respeito da idade, sexo, raca e tipos de fontes de agua dos
equinos envolvidos no estudo.

Amostras fecais foram colhidas diretamente da ampola retal dos animais
e acondicionadas sob refrigeracdo, sendo posteriormente realizados
esfregacos fecais. Para a padroniza¢ao da determinacao do grau de hidratacéo
das fezes foi adotada a classificacao: sélida, semi-sdlida, pastosa ou liquida. E
quanto a coloracao foi estipulado o seguinte critério: verde, verde musgo,
marrom, verde amarelado e amarelo. As informacdes referentes as condicdes
fecais foram introduzidas no banco de dados para correlacionar o status fisico

das fezes e a ocorréncia do parasito, sendo incluidas também as variaveis:
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idade; sexo; racga; consisténcia; cor e tipos de fontes de agua utilizadas pelos
animais envolvidos no estudo.

Esfregacos fecais foram confeccionados a partir de amostras purificadas
(MELONI; THOMPSON, 1996) e posteriormente foram corados pela técnica de
Kinyoun modificada (LENETTE, 1985) para observacdo de oocistos de
Cryptosporidium.

A observacéao foi efetuada com microscoépio 6ptico de luz em aumento
de 40 e 100 vezes. A infeccao por Cryptosporidium foi classificada como
positiva ou negativa com base na presenga ou auséncia de oocistos nas
amostras examinadas.

As varidveis foram analisadas pelo teste de qui-quadrado (x?) ou teste
exato de Fisher e teste de Mann-Whitney (ZAR, 1999), com o emprego do
programa SAS (SAS, 2008), com nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discusséao

Por meio da técnica de Kinyoun foi observada ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em 20,8% (21/101) dos potros e 17,8% (18/101) das
éguas. Potros apresentaram maior ocorréncia para Cryptosporidium
comparativamente as éguas adultas, o0 que vem ao encontro dos achados de
Burton et al. (2010).

De acordo com a técnica de Kinyoun houve positividade de 12,1%
(12/99) de amostras positivas para potros e suas respectivas maes. Cavalos
maduros nao sao considerados importantes fontes de infeccao para potros
(COLE et al., 1998) e a infeccao dos potros nao foi associada com a de suas
maes (MAJEWSKA et al., 2004).

Estudos que utilizaram a técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen
detectaram resultados superiores e inferiores a ocorréncia da infecgcao por
Cryptosporidium observada neste trabalho, como 27,8 % (25/90) por Marques
(2010) em Porto Alegre, Brasil e 0,75% (3/396) por Souza et al. (2009), no Rio
de Janeiro, Brasil, respectivamente. Assim, cavalos adultos assintomaticos, séo
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considerados como fontes de contaminacdo ambiental, inclusive devido
conteudo fecal produzido pelos mesmos (MARQUES et al., 2010).

Tanto a técnica de Ziehl-Neelsen como a de Kinyoun modificado
fundamentam-se no principio da coloragao alcool-acido-resistentes de oocistos
do Cryptosporidium spp. nas fezes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (CDCP), 2011; DE CARLI, 2001; RIGO; FRANCO, 2002;).

Potros com idade inferior a dois meses, < 60 dias foram mais
susceptiveis a infeccao criptosporidica (p=0,0062), com 12,1% (12/99) de
ocorréncia enquanto que > 60, foram 9,1% (9/99) de positivos. Duas amostras
dos potros com 60 e 90 dias positivas apresentaram-se fezes liquidas, uma
mae positiva apresentou fezes de consisténcia pastosa.

Cole et al. (1998) apontaram em seu estudo a diarréia relacionada a
presenca do protozoario supramencionado e Grinberg et al. (2003)
aparentemente evidenciaram este sinal clinico em potros imunocompetentes.
Em nosso estudo, a consisténcia (p=0,2119 e p=0,2403) e a cor (p=0,6842 e
p=0,5023) das fezes, ndo foram associadas com a ocorréncia da doenca em
potros e éguas, respectivamente, o que € concordante com observacdes de
Veronesi et al., (2009), Burton et al., (2010).

No que concerne ao aspecto racial, houve uma associacao significativa
(p<0,0001) entre a ocorréncia de C. parvum, pela técnica de Kinyoun com a
raca dos potros sendo que foi observado 30,0% (15/50) de positividade para
Quarto de Milha, 2,4% (1/42) para o padrao racial Mangalarga Marchador,
80,0% (4/5) para Paint Horse, um 100% (1/1) da raga Crioula e 0% (0/1) para
Pampa. No entanto, no trabalho de Cole et al. (1998) a associacao foi
significativa para cavalos Puro-Sangue.

Neste estudo ndo houve associacao significativa entre a ocorréncia do
protozoario € o sexo dos potros (p=0,1700), como também para com as fontes
de aguas de bebida utilizadas pelos animais da propriedade (p=0,4877).

Souza et al. (2009) observaram maior proporcdo de machos
naturalmente infectados por Cryptosporidium e também concluiram que a

enfermidade em equinos, com diferentes tipos de manejo, esta provavelmente
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relacionada ao estado imunoldgico e as condigdes sanitarias encontradas no
local em que vivem 0s mesmos, uma vez que estes ja foram incriminados como
fonte de infeccao ambiental (VERONESI et al., 2009).

Neste aspecto, vale ressaltar que em estudos epidemiologicos ja
realizados, foi notado que a infeccdo criptosporidica se concentra
particularmente em uma fazenda ou local e isto pode ser atribuido as
caracteristica do manejo adotado na propriedade (VERONESI et al., 2009,
BURTON et al., 2010), no presente trabalho verificou-se que todas as amostras
colhidas dos potros foram positivas (7/7) com idade variando entre 35 e 120
dias.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos neste estudo conclui-se que potros acima
de dois meses e a raca Mangalarga sdo menos susceptiveis a ocorréncia de
Cryptosporidium spp.
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APENDICE - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ODONTOLOGIA — FOA
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARACATUBA

MESTRADO

Projeto: “Ocorréncia da infeccédo por Cryptosporidium spp. em éguas e seus

respectivos potros em municipios da regidao noroeste do Estado de Sao Paulo”.

Questionario

LEVANTAMENTO DE DADOS - SITUACAO ATUAL

1.0- IDENTIFICA(;AO DA PROPRIEDADE
Nome do proprietario:
Nome da propriedade:
Municipio: Telefone:
Endereco:
Distancia da area urbana:
Fonte da agua: Potavel ( ) Pogo ( ) e Nascente ( )

2.0- LEVANTAMENTO DA CRIA(;AO
Raca do equino:
Quantas éguas: Machos: Potros:

Epoca de maior frequéncia de nascimento:
Acesso a aguada?

Nome Sexo Idade
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