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OCORRENCIA DE Cryptosporidium spp. (TYZZER, 1907) E Giardia spp.

(KUNSTLER, 1882) EM LEITOES AO DESMAME

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia dos
protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em leitdes com 45 dias de
idade. Amostras fecais de 107 leitdes foram colhidas, em trés dias alternados,
em suinoculturas do Municipio de Aragatuba, Sao Paulo, Brasil. A ocorréncia
de oocistos de Cryptosporidium spp., foi observada em 4,7% (5/107) dos
animais usando a técnica de Kinyoun, e a detecgéo de oocistos de Giardia spp.
foi concomitantemente observada em 1,9% (2/107) dos animais pelo método
de Faust.. Animais com a presenca concomitante de ambos os parasitos
apresentaram fezes com aspecto diarréico. A partir dos resultados obtidos é
possivel inferir que a ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia foi baixa, o que
se atribuiu ao manejo e que a presenca destes protozoarios ndo estava

associada a todos animais com sintomas diarréicos envolvidos no estudo.

Palavras-Chave: Criptosporidiose, Giardiase, Suinos



OCCURRENCE OF Cryptosporidium spp. (TYZZER, 1907) AND Giardia

spp. (KUNSTLER, 1882) IN PIGS AT WEANING

SUMMARY - The goal of this research was to investigate the occurrence of
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in 45-days-old pigs. Fecal samples of
107 pigs were collected at three alternate days in piggeries in Aragatuba, Sao
Paulo, Brazil. Cryptosporidium spp. oocysts were observed in 4.7% (5/107) of
animals by means of Kinyoun acid-fast stain and cysts of Giardia spp. were
simultaneously observed in 1.9% (2/107) of the animals by the method of Faust.
Animals with positivity for the both parasites presented feces with diarrheal
aspect. From these results it is possible to infer that the occurrence of
Cryptosporidium and of Giardia was low because of the good management
practices and both protozoa were not associated the presence of clinical

symptoms.

Keywords: Pigs, Cryptosporidium spp., Giardia spp.
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1 INTRODUGAO

A criptosporidiose, zoonose com ampla distribuicdo geografica
(CURRIERO et al., 2002; DIETZ et al., 2000; FAYER, 2004; HARPER et al.,
2002; LEE et al., 2002; MONIS; THOMPSON, 2003), sendo particularmente
interessante sob o0 ponto de vista de saude publica, pois sdo comuns o0s
episddios diarréicos em criangas e adultos imunocompetentes, evoluindo para a
cura espontanea. Entretanto, este protozoario, pode ocasionar enterite grave
associada a desnutricdo e desidratacdo, muitas vezes fatal, em portadores da
sindrome de imunodeficiéncia adquirida (BAHR; MORAIS, 2001; FAYER ;
UNGAR, 1986; ROSSI et al., 1998; ROSSIT et al., 2007).

O primeiro registro de infecgdo humana ocorreu em 1976 e no ano
seqguinte foi descrito o primeiro relato deste protozoario em répteis (FAYER,
2004). Todavia, a cryptosporidiose sé passou a ter importancia no inicio dos
anos 80, com o aparecimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) e a seguir, com as epidemias de veiculagédo hidrica (BOLTER-BITZER
et al., 2007; CRAUN et al., 1998; SMITH; ROSE, 1998).

O Cryptosporidium spp. acarreta diarréia e emagrecimento em animais
(O'HANDLEY et al.,, 1999; OLSON et al.,, 2004), desenvolvendo seu ciclo
biolégico nos microvilos da superficie de células epiteliais dos tratos
gastrintestinal, respiratorio e urinario de mamiferos, aves, répteis, peixes e de
muitas outras espécies de vertebrados (CAREY et al., 2004; CHERMETTE;

BOUFASSA-OUZROUT, 1988; SMITH et al., 2007; XIAO; RYAN, 2006).



13

Sintomatologia clinica e mortalidade foram descritas em muitas
espécies, porém os entraves econdmicos mais significativos decorrentes desta
parasitose sao observados com maior frequéncia em bovinos (RAMIREZ et al.,
2004; SRETER; VARGA, 2000).

A Giardia spp. € um parasita entérico que afeta animais domeésticos e
silvestres, incluindo humanos (APPELBEE et al., 2005; THOMPSON, 2004;
THOMPSON; MONIS, 2004; XIAO; FAYER, 2008).

A giardiase é também uma doenga com ampla distribuicdo geografica e
pode apresentar sintomas ou manifestar-se de forma subclinica (OLSON, et al.,
2000). A influéncia de fatores como a cepa do parasita, a duragao da infecgao,
o tipo de dieta ou o grau de imunidade, sdo importantes na elucidagao da
diversidade de sinais clinicos relacionados a esta doenga (BEST
CONSULTING, 2002).

Tanto Giardia spp. como Cryptosporidium spp. estdo amplamente
dispersos no ambiente aquatico, podendo estar presentes em rios, lagos,
reservatorios, aguas subterrdneas e marinhas; nas duas ultimas décadas,
estes patdogenos causaram dezenas de surtos de gastroenterite relacionados a
ingestao de agua contaminada destinada ao consumo e a recreagao, em varios
paises (CARVALHO, 2009; CRAUN et al., 1998; FAYER et al., 2000).

Nos paises em desenvolvimento, Giardia e Cryptosporidium, juntamente
com bactérias e virus, constituem parte de um complexo grupo de doencgas
diarréicas que causam grande absenteismo no trabalho e podem representar

uma das causas que impedem o desenvolvimento socioecondmico. Estes
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protozoarios estdo incluidos na Iniciativa das Doengas Neglicenciadas da
Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organisation Neglected
Diseases Initiative - OMS) por causa de sua estreita relagcdo com a pobreza,
com a falta de saneamento basico e com a qualidade da agua de consumo
(SAVIOLI et al., 2006).

A eliminacao de cistos fecais de Giardia e oocistos de Cryptosporidium
apresenta carater intermitente, com um padrdo de eliminagao similar nas
diferentes espécies animais (GUSELLE et al., 2003; HAMNES et al., 2007).

A carne suina € a mais consumida no mundo, sendo o Brasil o quarto
maior produtor (USDA, 2007). Em mamiferos dessa espécie, ha uma caréncia
nas pesquisas referentes aos protozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp.,
que sado de importancia econdmica, uma vez que estes agentes em outros
animais,promovem diarréia e ma absorcao, contribuindo para a perda de peso

(OLSON et al., 2004; XIAO et al., 1993).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cryptosporidium spp.

2.1.1 Agente Etiolégico

Cryptosporidium teve sua biologia elucidada por Ernest E. Tyzzer,

parasitologista americano em 1907, que detectou o coccidio em glandulas

gastricas de um camundongo Mus musculus (KOYAMA et al., 2005).
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Sao organismos do Reino Protista pertencentes ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoasida, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiia, subordem
Eimeriorina, familia  Cryptosporididae e género  Cryptosporidium.
Taxonomicamente, protozoarios do género Cryptosporidium possuem
similaridade a outros coccidios que infectam mamiferos e aves, tais como
Toxoplasma gondii, Hammondia, Eimeria e Isospora (SRETER; VARGA, 2000).

Todas as espécies conhecidas sdo monoxénicas e possuem
caracteristicas préoprias que distinguem esse género de outros coccidios, como
oocistos sem esporocistos e com quatro esporozoitos, ocorréncia de auto-
infeccdo (ruptura de oocistos de parede fina) e a presenga de um vacuolo
parasitéforo (localizagao intracelular extracitoplasmatica) na célula hospedeira
(WARD; WANG, 2001).

Do inicio do século XX até 1955, apenas trés espécies de
Cryptosporidium foram descritas: C. muris, C. parvum e C. meleagridis
(FAYER, 2004).

O Género Cryptosporidium compreende 16 espécies e mais de 30
gendtipos, com grande diversidade genética (SANTIN et al., 2007). O
reconhecimento de gendtipos e subgendtipos podem auxiliar na compreensao
da dinamica de transmissao deste parasito, em uma determinada populacao de

hospedeiros (GATEI et al., 2007).
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Tabela 1 — Lista das espécies de Cryptosporidium, de acordo com o sitio de
localizag&o e os principais hospedeiros.

Espécie Localizagcao Hospedeiros
C. muris estbmago Roedor
C. parvum intestino delgado Camundongo,
bovino, humano
C. meleagridis intestino delgado Peru, humano
C. serpentis estdbmago Repteis
C. felis intestino delgado Felino
C. baileyi bursa e cloaca Galinha
C. wrairi intestino delgado Cobaia
(Cavia porcellus)
C. varanii desconhecido Monitor esmeralda
(Varanus prasinus)
C. saurophilum estbmago e Repteis
Intestino delgado
C. andersoni abomaso Bovino
C. canis intestino delgado Canino
C. hominis intestino delgado Humano
C. molnari estbmago Peixe
C. galli proventriculo Aves
C. scophthalmi estbmago e Peixe
intestino delgado
C. suis intestino delgado Suino
e intestino grosso
C. macropodum desconhecido Canguru gigante
(Macropus giganteus)
C. bovis intestino delgado Bovino
C. ryanae desconhecido Bovino
C. fayeri desconhecido Canguru vermelho

(Macropus rufus)

Adaptado de SMITH et al., 2007 e de XIAO; FAYER, 2008.

Em maio de 2007, foi realizada a Il Conferéncia Internacional sobre

Giardia e Cryptosporidium, e um fato que gerou grande discussédo foi a

proposicdo de uma nova espécie, Cryptosporidium pestis, agente com

potencial zoondtico. A proposigao foi, com base, principalmente, no fato de que
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C. parvum foi descrita em camundongo e também porque existe uma diferenca
genética muito clara entre Cryptosporidium bovine genotype e 0 mouse
genotype (SLAPETA, 2006). Joan Slapeta e Paul Monis ja consideravam como
validas 21 espécies de Cryptosporidium (CARVALHO, 2009).

Uma consulta a literatura revelou que ja ha registro de C. pestis
diagnosticado como o agente causal de diarréia em tartarugas (TRAVERSA et
al., 2008).

Além das espécies C. hominis e C. parvum, que sdo as mais importantes
e mais frequentes para o homem, também foram registradas em humanos as
espécies C. meleagridis, C. canis, C. felis (FAYER, 2004; XIAO et al., 2002;
2004), C. baileyi (DITRICH et al., 1991), C. suis (RYAN et al., 2004), C.
andersoni, e Cryptosporidium genaotipos do cervo e do macaco (XIAO; FENG,
2008).

Diferentes descri¢des de espécies de Cryptosporidium foram realizadas
durante as ultimas duas décadas, em decorréncia da auséncia de
padronizacao de critérios entre os taxonomistas para a classificacdo de uma
nova espécie (XIAO et al., 2004). Os trabalhos de posi¢ao sistematica foram
baseados na morfologia, histopatologia, especificidade do hospedeiro e/ou na
caracterizagao molecular (ALVAREZ-PELLITERO; SITJA- BOBADILHA, 2002;
FAYER et al., 2001; GONCALVES et al., 2008; MORGAN-RYAN et al., 2002).

Entretanto, no VI Encontro de Epidemiologia Molecular e Evolugao
Genética de Doencas Infecciosas no Instituto Pasteur, Franga, foram revistos

os critérios atuais usados para nomear as espécies de Cryptosporidium, bem
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como foram propostos modelos mais apropriados para o uso no futuro. Quatro
exigéncias basicas foram sugeridas ao nomear e validar uma espécie: estudos
morfométricos dos oocistos; caracterizagcdo genética; demonstracao de
hospedeiro natural e, se viavel, de ao menos um hospedeiro infectado
experimentalmente; e respeito aos principios do Cdédigo Internacional de
Nomenclatura Zooldgica (TIBAYRENC, 2003).

A partir de 1990, o uso de ferramentas moleculares causou um grande
impacto na reclassificagdo deste grupo com a avaliagéo, por exemplo, do locus
génico 18S rDNA, da proteina da parede do oocisto (COWP) e, da proteina de
choque térmico (HSP70), que auxiliaram no agrupamento das espécies
(CACCIO et al., 2005). Segundo Smith et al. (2007), Xiao e Fayer (2008) e Xiao
e Feng (2008), pode haver mais de 33 novos gendtipos, mas ainda sem

classificagao em nivel de espécie.

2.1.2 Morfologia

Os oocistos sao pequenos, esféricos, com tamanhos variando de 4 a 6
um de didametro, variando de acordo com a espécie. Apresentam membrana
externa fina, citoplasma finamente granulado, e no seu interior sdo observados
quatro esporozoitos livres em forma de “C”, com um nucleo localizado

centralmente (FAYER et al., 2004).
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2.1.3 Ciclo Biolégico

O ciclo das espécies de Cryptosporidium é muito semelhante aos ciclos
dos outros coccidios pertencentes a subordem Eimeriorina em todos os seus
estagios evolutivos (SMITH; ROSE, 1998). Monoxénico, com duas fases de
desenvolvimento, uma assexuada e outra sexuada, ocorrendo no mesmo
hospedeiro (SMITH et al., 2007; XIAO; FAYER, 2008).

O Cryptosporidium spp. possui alta infectividade considerando-se, a
baixa dose infectante e a rapidez com que os esporozoitos localizam, atacam e
invadem os enterécitos (célula hospedeira), colonizando-os com muita
habilidade (FAYER et al., 2004).

O parasito possui seis estagios de desenvolvimento dentro do organismo
do hospedeiro infectado, que sdo: a excistagdo dos oocistos, merogonia,
gametogonia, fertilizagao, formagcdo da parede dos oocistos e a esporogonia
(SMITH; ROSE, 1998).

O inicio do ciclo ocorre com a eliminacdo de oocistos esporulados nas
fezes do hospedeiro infectado. Outro animal susceptivel ira se infectar ao
ingerir oocistos presentes na agua, alimentos ou em fémites. Com a
excistacao, havera a liberagao de quatro esporozoitos e a adesdo dos mesmos
na superficie das células epiteliais do trato gastrintestinal, onde serdo
englobados pelas microvilosidades, formando um vacuolo parasitoforo
(localizacao intracelular extracitoplasmatica). A seguir, havera a diferenciagéo

dos esporozoitos em trofozoitos, iniciando a multiplicacdo assexuada ou
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merogonia (CURRENT, 1999; SMITH et al., 2007; SRETER; VARGA, 2000;
XIAO et al., 2004;).

Trofozoitos originardo merontes tipo | e tipo Il, com respectivamente, oito
e quatro merozoitos em seu interior, € a seguir formarao microgametdcitos e
macrogametoécitos, que sao os estagios sexuais do parasito (SMITH et al.,
2007).

Apo6s a fertilizagao, ocorrera a formacao de dois tipos de oocistos: os de
parede fina e os de parede espessa. Ambos possuem a capacidade de
esporulacdo dentro do hospedeiro, contendo em seu interior quatro
esporozoitos livres. Oocistos de parede fina sofrem excistacdo na luz do trato
gastrintestinal, onde sdo capazes de iniciar uma autoinfec¢do, enquanto que os
oocistos de parede espessa sao eliminados, na forma infectante, em fezes e
sdo altamente resistentes em condigbes ambientais (CURRENT, 1999; SMITH
et al., 2007; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004;).

A auto-infeccdo interna pode desencadear infecgdes macicas e

persistentes em pacientes imunocomprometidos (BRASIL, 2009).
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FIGURA 1 - Ciclo de vida do C. parvum, adaptado do Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)
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2.1.4 Epidemiologia

Oocistos eliminados nas fezes permanecem infectantes no meio
ambiente por até seis meses em temperatura de 20° C, trés meses entre 25-
30° C e sete meses quando armazenados em agua a 15° C, o que demonstra
que as fezes podem representar uma importante forma de veiculagdao de
oocistos entre os animais domésticos ou silvestres, a agua destinada a bebida
ou recreagcdao e alimento em humanos (ANDERSON, 1985; DUFFY;
MORIARTY, 2003; FAYER et al.,1998; JENKINS et al., 2003).

Surtos de criptosporidiose humana, em todo o mundo, podem ser
atribuidos: a elevada quantidade de oocistos esporulados, infectantes,
excretados pelos hospedeiros, a pequena dose de formas evolutivas
requeridas para a infeccado (menos de 10 oocistos), a baixa especificidade
pelos mamiferos, o pequeno tamanho dos oocistos e o fato dos mesmos serem
resistentes a inativacdo por diversos produtos em condigdes ambientais
(O’HANDLEY et al., 1999; SRETER; VARGA, 2000).

O coccidio tem sido detectado em esgotos ou em redes de fornecimento
de agua. Como surtos de criptosporidiose humana podem ter como origem
agua de bebida e destinada a lazer, animais domésticos e silvestres, sejam
mamiferos ou aves, podem atuar como fontes de infeccao deste parasito para
o ser humano, por meio de contaminacdo de reservatérios de agua
(DILLINGHAMA et al., 2002; GRACZYK et al., 2007; OLSON et al., 2004).

Criptosporidiose humana tem sido evidenciada em mais de 90 paises

localizados em seis continentes (UNGAR, 1990; XIAO; FAYER, 2008; XIAO et
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al., 2004). Dentre os surtos documentados, 31 envolveram mais de 10.000
pessoas, que frequentaram piscinas (DILLINGHAMA et al.,, 2002), e um
ocorreu na cidade de Milwaukee, nos Estados Unidos, envolvendo
aproximadamente 400.000 pessoas, tendo como origem agua de bebida
contaminada (MACKENZIE et al., 1994).

Surtos de criptosporidiose podem se originar apos ingestao de alimentos
contaminados. Oocistos de Cryptosporidium sp. ja foram encontrados em
mariscos (JOHNSON et al., 1995), mexilhdes, ostras (FAYER et al., 1999;
GRACZYK et al., 1999), leite (GELLETLIE et al., 1997), legumes e vegetais
como coentro, alface, rabanete, tomate, pepino, cenoura (MONGE;
CHINCHILA, 1996), manjericao, repolho, aipo, cebolinha, pimenta malagueta,
alho poré e salsa (ORTEGA et al., 1991), em alimentos industrializados, como
bebidas (MILLARD et al., 1994) ou ainda em congelados e processados
(SUTTHIKORNCHAI et al., 2005).

Estudos de ocorréncia e epidemiologia molecular indicam que C.
hominis é mais freqiiente nas Américas, Africa, Asia e Australia e durante as
estacbes do verdo e outono, enquanto que C. parvum gendtipo bovino, é o
principal agente etiolégico da parasitose na Europa (principalmente Inglaterra),
sendo mais freqliente em areas rurais que urbanas e durante a estacao da
primavera (CACCIO et al., 2005).

O C. hominis e o C. parvum genotipo bovino sdo as espécies mais
detectadas no ser humano; C. hominis ja foi detectado naturalmente em peixe-

boi marinho, em bovinos e, experimentalmente em ovinos. C. parvum gendtipo
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bovino infecta em condigdes naturais o homem e outros ruminantes além do
gado e, em condigdes experimentais camundongos, ratos e cdes (CACCIO et
al., 2005; FAYER, 2004).

Pessoas com o sistema imunolégico debilitado ou ndo, podem infectar-
se com C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. canis, C. felis, C. suis, C
muris e Cryptosporidium genaotipos cervideo e de macacos. Entre estas
espécies, C. meleagridis, originalmente descrito em aves, tem apresentado um
aumento de deteccao em pessoas imunocompetentes sendo considerado hoje
como um protozoario emergente e responsavel por 11,0% das infecgcbes em
individuos imunocomprometidos no Reino Unido (CACCIO et al., 2005; MONIS;
THOMPSON, 2003).

Desta forma, muitos pesquisadores tém sugerido que todas as espécies
de Cryptosporidium possam ser consideradas como potencialmente infectantes
para o ser humano, fator agravante em fungdo dos individuos
imunocomprometidos e da reconhecida caracteristica zoonética de algumas
espécies de Cryptosporidium (FELTUS et al., 2006).

A facilidade de transmissao desse parasito para o ser humano, aliada ao
fato da inexisténcia de um tratamento efetivo para a criptosporidiose, faz com
que essa parasitose continue a ser uma importante causa de morbidade e
mortalidade, principalmente em individuos imunossuprimidos e criangas em
paises em desenvolvimento (ASHBOLT, 2004; LEAV et al.,, 2003; XIAO;

FAYER, 2008).
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O fator imunolégico do hospedeiro define o curso clinico da doenca:
quando uma pessoa apresenta um numero de células de defesa CD4 menor
que 200 células/ul-1, ela apresentara uma infeccdo severa e persistente
(FELTUS et al., 2006), sendo por isso denominado de protozoario oportunista.
Pessoas desnutridas, idosos e individuos imunocomprometidos (HIV+,
transplantados, pessoas em tratamentos quimioterapicos, que fazem
hemodialise ou utilizam corticosterdides e diabéticos), apresentam alto risco de
desenvolver diarréia persistente e de necessitarem de atengdo médica, quando
expostos ao protozoario Cryptosporidium spp (BOLTER-BITZER et al., 2007).

A forma de transmissdo por contato inter-pessoal € um fator
epidemiologico importante da criptosporidiose sendo comum em creches.
Nestas institui¢des, a ocorréncia varia entre 1,0% e 20,0% e é apontado como
uma das causas mais frequentes de diarréia no Brasil (ROSE et al., 2002), com
registros de surtos epidémicos relacionados ao C. hominis (GONCALVES et
al., 2006).

Em suinos, andlises epidemiolégicas tém indicado a ocorréncia de
infeccdo por Cryptosporidium: Olson et al. (1997) por meio de reagdo de
imunofluorescéncia, detectaram 11,0% (26/236) de positividade em fazendas
de 15 locais geograficos canadenses. Atwill et al. (1997) afirmaram que estes
animais poderiam servir como um reservatorio ambiental de C. parvum, visto a
frequéncia de 5,4% (12/221) de oocistos de C. parvum em amostras fecais de

10 populagdes ao longo das montanhas litorais da Califérnia ocidental. Johnson
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et al. (2008), na Australia, registraram ocorréncia de 32,7% (51/156) em leitdes
por meio de PCR.

No que se refere ao Cryptosporidium, este foi particularmente incidente
entre seis e doze semanas de vida, fase posterior ao desmame dos leitdes
(HAMNES et al., 2007; IZUMIYAMA et al., 2001; JOHNSON et al., 2008;
MADDOX-HYTTEL et al., 2006).

A literatura é escassa em relacdo a estudos mais abrangentes sobre a

epidemiologia da infecgdo por Cryptosporidium sp. em suinos.

2.1.5 Patogenia e Sinais Clinicos

A patogenia da criptosporidiose esta diretamente relacionada com a
invasdo e lise de enterdcitos, provavelmente como resultado de resposta
imunoldgica. Neste processo, ocorre hiperplasia de células das criptas
intestinais, com infiltrado de células inflamatérias em lamina prépria, diminui¢cao
de microvilos e atrofia de vilosidades, em grau variado (CLARK; SEARS, 1996).
Alteracoes digestivas e de transporte de nutrientes podem estar relacionadas
com aumento na secrecido de cloro, induzida por um componente secretério,
que pode ocasionar assim o0 aparecimento dos sinais clinicos (ARGENZIO et
al., 1993).

A doencga caracteriza-se por diarréia aquosa podendo conter ou nao
muco e raramente sangue, dores abdominais, perda de peso, nausea,
anorexia, fadiga e febre. No individuo saudavel, o curso clinico da enfermidade

€ auto-limitante e no imunocomprometido torna-se crbnica e debilitante, pois
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pode ocorrer o desenvolvimento de uma diarréia com duragao de cerca de dois
meses, com agravamento da sintomatologia, podendo ser fatal (BOLTER-
BITZER et al., 2007).

Repetidas exposicdes de pessoas a baixas doses do protozoario, podem
minimizar os sintomas da doenca e, apresentar manifestagcdes diarréicas mais
brandas, como evidenciado em individuos com altos niveis de anticorpo anti-
Cryptosporidium (HUNTER; THOMPSON, 2005).

Um exame ultraestrutural de células intestinais em suinos inoculados
experimentalmente por via oral, com 1x10° oocistos, apresentou espessamento
e irregularidade de microvilosidades, citoplasma vacuolizado e com protrusdes,
edema mitocondrial, hipertrofia de organelas citoplasmaticas e do nucleo, nas
placas de Peyer observou-se mitose de células linféides, verificando-se maior

numero de células blasticas (BRACARENSE et al., 1999).

2.1.6 Diagnéstico

De acordo com Vasquez et al. (1986), ndo existe unanimidade para
recomendar uma técnica como sendo a melhor no diagndstico da
criptosporidiose, porém vale ressaltar que inumeros métodos vém sendo
utilizados em diversas espécies de hospedeiros infectados.

O método mais barato e geralmente de escolha para a detecgdo de
oocistos a partir de amostras fecais € o método de centrifugo-flutuacdo em
solugdo de Sheather (CURRENT, 1990). As amostras devem ser examinadas

rapidamente, uma vez que longas exposi¢gdes dos oocistos a solugbes de alta
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densidade podem distorcer a forma ou romper a parede dos oocistos
acarretando resultados equivocados . Para visualizagdo dos oocistos, pode ser
utilizada a microscopia de luz, de campo claro ou de contraste de fase (XIAO;
FENG, 2008), sendo que estes podem ser observados como corpos brilhantes
contendo granulos negros e em microscopio de campo claro, os oocistos
aparecem translucidos, estruturas levemente roseas, com granulos em seu
interior. A diferenciacao de leveduras nesse tipo de leitura é facil, uma vez que
nao irdo apresentar essa coloragao rosea tipica de Cryptosporidium e nem
granulos interiores (CURRENT, 1999; SRETER; VARGA, 2000).

Outra técnica utilizada para deteccao de oocistos de Cryptosporidium é a
de Kinyoun (alcool acido resistente), na qual os oocistos apresentam coloragao
résea a vermelha, contra um fundo verde (LENNETTE, 1985) e a coloragéo
negativa com verde malaquita, na qual os oocistos sdo visualizados como
corpos brilhantes envoltos por um fundo verde (ELLIOT et al., 1999).

A analise morfolégica de oocistos deste coccidio ndo é definitiva para o
diagndstico, pois as formas evolutivas supracitadas sdao muito pequenas (4-6
gm), com pequena variagdo morfolégica ou mesmo idénticos entre as
diferentes espécies, sem esporocistos e dificeis de serem visualizados (FAYER
et al.,, 2000; MORGAN et al., 1999). Além disso, os antigenos presentes na
parede de oocistos sdo conservados para todo o género Cryptosporidium, n&o
sendo possivel a diferenciagdo entre espécies, por testes imunoldgicos

(FAYER et al., 2000).
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Varias técnicas de coloragdo podem ser empregadas para visualizagao
de Cryptosporidium em tecidos. O método mais comumente utilizado para
coloragdo de cortes histolégicos € a hematoxilina-eosina (HE), na qual os
estagios evolutivos podem ser vistos como corpos esféricos basdfilos, de 2,0 -
7,5 um, na superficie das células epiteliais (dependendo do estagio do ciclo
bioldgico). Também coloracbes a base de prata e acido peridédico de Schiff
podem ser usadas e a microscopia eletrbnica de transmissao possibilita a
verificacdo da morfologia ultra-estrutural desse parasito (SRETER; VARGA,
2000).

Entre os métodos sorolégicos, destacam-se o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (FAYER et al.,, 2000; JEX et al., 2008), como boa ferramenta em
estudos epidemiolégicos e o teste de imunofluorescéncia direta (BIALEK et al.,
2002; FAYER et al., 2000; JEX et al., 2008), ambos baseados em principios
imunoldgicos.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase- PCR (BALATBAT et al., 1996; JEX
et al., 2008; MORGAN; THOMPSON, 1998), permite a caracterizagao
molecular de diferentes espécies de Cryptosporidium (JEX et al., 2008;
MORGAN et al., 1999; SARGENT et al., 1998).

Na Gra-Bretanha, o exame microscopico para a deteccdo de
Cryptosporidium e Giardia, continua sendo o padrdo para o diagnostico clinico
de rotina dos pacientes com diarreia que procuram assisténcia médica.
Atualmente os testes imunoenzimaticos vém sendo introduzidos nos

laboratérios que processam grande numero de amostras, seguidos de teste de
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confirmagéao género-especifico. Nos Estados Unidos, o emprego adicional da
microscopia de imunofluorescéncia apresenta maior sensibilidade e
especificidade, mas o custo é elevado para muitos paises, como o Brasil
(CARVALHO, 2009).

Experiéncia é fundamental e deve ser levada em conta para diagnéstico
deste enteroparasito, uma vez que os oocistos e outros estagios de seu
desenvolvimento estdo entre os menores coccidios e também pelo fato de
serem muito similares a leveduras em tamanho e forma, podendo levar a
resultados falso-positivos (FAYER et al., 2001; SRETER; VARGA, 2000; XIAO

et al., 2004).

2.1.7 Controle

Em virtude da ampla distribuicdo das diferentes espécies de
Cryptosporidium, torna-se de fundamental importancia o controle ambiental, por
meio da adogao de praticas, para prevenir a poluicao de rios por excretas de
animais (GRACZYK et al., 2000), bem como o incentivo a adequacédo das
estruturas de saneamento, a protecdo dos mananciais, educacao e orientacao
sobre descargas de residuos por embarcagdes durante atividades nauticas
(BORGES et al., 2007).

No que concerne as medidas de controle de maneira a minimizar ou
eliminar os riscos inerentes a disseminacdo do coccidio, nota-se que a
auséncia de métodos de tratamento da dgua em grande parte das instituicoes

onde sdo mantidos animais, bem como as limitagdes ao processo de cloragao
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quando utilizada, aumenta os riscos de contaminagéo hidrica. Adicionalmente,
verifica-se a necessidade de avaliagdo constante no sistema de filtragdo, bem
como a utilizagdo do ozbénio ou a instalagdo de um sistema ultravioleta nos
oceanarios e piscinas (CAUSER et al., 2006; CLANCY et al., 2000; KANJO et
al., 2000). E também deve-se evitar a presenga dos oocistos nos alimentos
ofertados e incentivar normas de higiene pessoal entre os tratadores e técnicos
envolvidos no manejo dos animais (BORGES et al., 2007).

Os oocistos de Cryptosporidium spp. sdao considerados resistentes
(CAREY et al., 2004), por suportarem a acao de desinfetantes como formol,
fenol e etanol; pela possibilidade de atravessar determinados sistemas de
fitracdo de agua devido seu tamanho reduzido; por sua permanéncia no
ambiente durante meses e por sua tolerancia em determinadas temperaturas e
graus de salinidade, que favorecem a sua rapida disseminagado (FAYER et al.,

2004). Luz solar inativa oocistos de Cryptosporidium (KING et al., 2008).

2.1.8 Tratamento

Apesar dos esforgcos que vém sendo empreendidos por mais de 20 anos,
ainda ndo ha um tratamento efetivo para criptosporidiose. Um ponto de
concordancia foi que ha urgéncia em desenvolver e avaliar novos
medicamentos com menos efeitos colaterais (ASHBOLT, 2004; LEAV et al.,
2003; XIAO; FAYER, 2008)

Resultados mais expressivos entre os mamiferos terrestres foram

alcancados por meio da administracdo de paramomicina e o nitazoxanide,
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sendo o primeiro um antimicrobiano que reduz a excregdo de oocistos
(STEINER et al., 1997) e o segundo um antiprotozoario (ABAZA et al., 1998).
Além destes farmacos, a reposigao eletrolitica e o suporte nutricional sao
recomendados como parte do tratamento (CAREY et al., 2004; RAMIREZ et al.,
2004).

Mesmo com mais de 150 farmacos estudados, poucos tem sido capazes
de reduzir os sintomas e controlar a parasitose e, embora a nitazoxanida tenha
sido liberada para uso pediatrico, sua eficacia e seguranca em adultos
saudaveis e individuos imunocomprometidos ainda nao foi estabelecida.
(RAMIREZ et al., 2004).

Com a introdugao da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART) a
partir de 1997, houve uma diminuicdo do numero de casos severos de
criptosporidiose, entre os pacientes infectados por HIV (CACCIO et al., 2003;
FAYER, 2004).

A imunoterapia parece ser uma alternativa promissora e, embora exista
variabilidade de resultados nas pesquisas, 0 uso do colostro hiperimune, de
uma forma geral, reduz a infecgdo trazendo melhora aos pacientes tratados.
Vacinas utilizando DNA tém induzido resposta celular e humoral em
camundongos e primatas ndo humanos e sao vistas, como uma opgao valiosa
para controlar a contaminacdo ambiental, pois reduziriam a eliminacdo de

oocistos pelo hospedeiro (BOLTER-BITZER et al., 2007; JENKINS, 2001).
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2.2 Giardia spp.

2.2.1 Agente Etiolégico

Em 1681, o flagelado Giardia foi observado pela primeira vez por Anton
Van Leeuwenhoek, a partir de suas proéprias fezes. Também conhecido como
Giardia lamblia e Giardia intestinalis, foi descrito mais detalhadamente em
1859 por Vilem (ADAM, 2001).

Protozoario pertencente a ordem Diplomonadida e familia Hexamitidae.
O género Giardia teve as descricbes das espécies inicialmente, baseada
apenas na especificidade pelo hospedeiro; mas, atualmente os taxonomistas
utilizam a forma e a posicdo dos corpos medianos, a forma dos trofozoitos, o
tamanho do disco ventral entre outros caracteres possiveis de observacdo em
funcao da técnica de microscopia eletrénica (MONIS; THOMPSON, 2003).

Durante o periodo de 1920 e 1930, mais de 50 espécies de Giardia
foram descritas. Em 1952, Filice propds uma reavaliagdo destas espécies com
base na morfologia e ndao na especificidade pelo hospedeiro. Durante a
década de 1990, muitos pesquisadores adotaram o nome G. intestinalis, mas,
atualmente a denominagdo de G. lamblia continua sendo muito aceita pela
comunidade de pesquisadores internacionais (ADAM, 2001).

Com um grupo de seis assemblages reconhecidos, G. duodenalis &
considerada um complexo de espécies com morfologia similar, mas com

variedades genéticas e fenotipicas com diferenca na especificidade pelo
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hospedeiro (ALI; HILL, 2003; BERTRAND; SCHWARTZBROD, 2007;
THOMPSON, 2004; THOMPSON et al., 2007).

Atualmente, dentro da espécie formalmente conhecida como G.
duodenalis, numerosos grupos de isolados ou gendtipos aparentemente
exclusivos de determinadas espécies animais estdo sendo reconhecidos
(THOMPSON et al., 2000). Embora um consenso a respeito da nhomenclatura
para estes grupos ainda ndo esteja estabelecido, o termo assemblages tem
sido adotado se referindo as linhagens da espécie pela analise da sequéncia
de nucleotideos do gene da enzima glutamato desidrogenase (gdh) (HUNTER;

THOMPSON, 2005).

Tabela 2 — Lista das assemblages e espécies de Giardia duodenalis, e seus
principais hospedeiros.
Espécie Principais Hospedeiro

Assemblage A (G. duodenalis) humanos, animais de produgéo, gatos, caes e castores

Assemblage B (G. enterica) humanos, chinchilas, caes, castores e ratos
Assemblage C (G. canis) caes

Assemblage E (G. bovis) alpaca, bovinos, caprinos, suinos e ovinos
Assemblage F (G. cati) gatos

Assemblage G (G. simond) rato doméstico

Reclassificacdo de G. duodenalis de Proposta por com Thompson e Monis
(2004).

As assemblages sao geneticamente distintas e sabidamente infectantes
para varios hospedeiros. Mesmo com as técnicas moleculares atuais, ainda

tem sido dificil interpretar a extensa variabilidade genética observada na G.
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duodenalis (ALl; HILL, 2003; BERTRAND; SCHWARTZBROD, 2007;
THOMPSON, 2004).

Nas assemblages A e B encontram-se os genoétipos que acometem o
homem, podendo ocorrer infecgdes concomitantes, as assemblages de C a G,
sdo restritas a outros animais (ALI; HILL, 2003; GUY et al., 2004; THOMPSON,

2004).

2.2.2 Morfologia

Possui uma forma de resisténcia ambiental conhecida por cisto, sao
elipsodides ou ovoides, de tamanho variando de 8 a 12 um de comprimento por
7 a 10 ym de largura, parede cistica incolor e no seu interior observa-se a
presenga de dois ou quatro nucleos, flagelos, axonemas, cariossomas e
corpos parabasais (CIMERMAN; CIMERMAN, 1999; MORAES, et al., 2000).

A forma de trofozoito tem a forma de uma péra, arredondado na
extremidade anterior, delgado na extremidade posterior, medindo de 10 a 20
Mm de comprimento por 5 a 15 ym de largura, com simetria bilateral, dois
nucleos ovais, com um grande cariossomo central, oito flagelos, achatamento
dorso ventral, na superficie ventral possui disco suctorial que ocupa dois tercos
da face, recebe o nome de disco ventral e € observada por microscopia
eletrdnica de transmissao. Esse disco suctorial é responsavel pela fixagao do
protozoario, que se reproduz assexuadamente, por divisdo binaria longitudinal

(OLSON et al., 2002; PESSOA; MARTINS, 1982; REY, 1973).
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2.2.3 Ciclo Biolégico

De acordo com Diaz et al. (1996), o ciclo de vida consiste em dois
estagios: trofozoitos e cistos viaveis. Estas formas evolutivas podem ser
ingeridas pela agua e alimentos contaminados, mas a transmisséao direta (fecal-
oral) também é possivel, especialmente, em areas em que 0s animais se
encontram aglomerados como canis e gatis (LEIB; ZAJAC, 1999). A
transmissao pelo contato inter pessoal e pela atividade sexual constituem
formas de aquisi¢ao da giardiase (TESSIER; DAVIES, 1999).

Os cistos ingeridos ao atingirem o estdmago e o duodeno sofrem acao
do acido cloridrico e de enzimas pancreaticas liberando o excizoito, forma de
vida curta que logo apés sua liberagao, se diferencia em trofozoito, estrutura
ativa que se adere a mucosa intestinal pelo disco ventral e se multiplica por
divisdo binaria. Esta se completa em 12 horas e teoricamente, a ingestao de
um unico organismo pode resultar em 10 dias, em mais de 1 bilhdo destas
formas evolutivas (ROCKWELL, 2003). Em resposta a sinais do hospedeiro, os
trofozoitos se encistam e sao eliminados nas fezes do mesmo (MORAES et al.,
2000; REY, 1973).

Embora os trofozoitos possam ser eliminados nas fezes, principalmente
nas diarréicas, o encontro dos cistos € mais frequente. Isso representa uma
adaptacao do parasita, ja que estes ultimos sdo muito mais resistentes, podem
permanecer viaveis por até dois meses em agua a 8°C e por apenas quatro
horas a 37°C. No entanto, ele é sensivel em locais com pouca umidade e

temperaturas elevadas (ZAJAC, 1992).
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Contaminagde da agua, alimentos
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Trofozoitos =80
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ﬁ= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

FIGURA 2 - Ciclo de vida da G. intestinalis (Centro de vigilancia de Sao Paulo,
2009).

2.2.4 Epidemiologia

Na década de 80, a OMS considerou G. duodenalis como um parasito
patogénico (FAUBERT, 2000) e em 2006, foi incluida na lista das doencgas
negligenciadas nas regides em desenvolvimento do mundo (SAVIOLI et al.,
2006).

Animais domésticos de producdo, como ruminantes, suinos e equinos,
representam também importantes hospedeiros do protozoario G. lamblia

(BURET et al., 1990), mas a transmissao zoonética é restrita apenas para os
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gendtipos Al e Blll das assemblages A e B, respectivamente (THOMPSON,
2004).

Em um levantamento da presenca de Giardia spp. em humanos e em
caes de uma mesma comunidade, foi possivel observar, por meio da
caracterizacdo molecular, que todas as cepas isoladas dos humanos
pertenciam a assemblage A ou B e, todas as cepas isoladas dos caes eram
assemblage C e D, com excecdo de um unico cado, que apresentou infeccao
multipla. Esta evidéncia zoonoética, esta baseada na forte associacdo entre a
prevaléncia de Giardia spp. em humanos e a preseng¢a no cao, todos em um
mesmo domicilio (MACPHERSON, 2005; THOMPSON, 2004). E admitido que
em comunidades com inadequadas condi¢gdes de higiene, alguns gendtipos de
Giardia spp. possam circular entre o homem e o cdo, porém nao é claro quem
€ o reservatério primario neste contexto (HUNTER; THOMPSON, 2005;
TRAUB et al., 2004).

Porém, devido a ocorréncia de isolados morfologicamente semelhantes
a G. duodenalis e a associagdao de animais infectados com epidemias de
veiculagao hidrica em humanos, levou em 1979 a OMS, a classificar Giardia
spp. como um parasito zoonético (THOMPSON, 2004).

Na Noruega, por meio da técnica de Sheather e imunofluorescéncia
observaram positividade de 1,5% (10/684) para Giardia spp. em leitdes
lactentes (HAMNES et al., 2007). Atwill et al. (1997) relataram que suinos
poderiam servir como um reservatorio ambiental de Giardia spp. mediante o

encontro de 7,6% (17/ 221) de cistos de Giardia spp. na Califérnia ocidental .
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Este protozoario apresentou maior positividade em filhotes com idade entre 11
a 18 dias (HAMNES et al., 2007).

Cistos de Giardia foram recuperadas do exoesqueleto de moscas que
habitavam ambientes com pouca higiene, indicando a possibilidade desta
forma de transmissao (ALI; HILL, 2003). Creches, hospitais e ambientes com
deficiéncia de limpeza podem facilitar a contaminagao pelo contato com objetos
e superficies (HUNTER; THOMPSON, 2005).

G. duodenalis foi considerada como o protozoario mais comum em
creches (onde o contato direto pessoa a pessoa é frequente) do Estado de Sao
Paulo e, mais prevalente em criangas de zero a quatro anos (CARVALHO et
al., 2006).

Frutas e verduras consumidas cruas e moluscos de agua doce ou
marinha, sao veiculos potenciais deste parasito. Dos 357 mil casos de doencas
parasitarias por veiculacdo alimentar que ocorreram nos Estados Unidos,
Giardia spp. foi a causa de cerca de 64,0% destes surtos onde foram
registradas 700 hospitalizagcbes e oito mortes (SMITH et al., 2006 a). Na
Thailandia, foram observados em amostras de 200g de comida crua, 6,6% a
35,0% de Giardia assemblage A e em alimentos processados, 10,0% de
Giardia assemblage B (SUTTHIKORNCHAI et al., 2005).

A veiculagao hidrica dos cistos € uma forma indireta de transmissao de
Giardia spp. As epidemias, em paises desenvolvidos, tém sido atribuidas ao
tratamento inadequado da agua, a sua contaminagdo com fezes humanas e de

animais, especialmente em colegbes de aguas superficiais e lagos (SMITH et
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al., 2006 b). Na ultima década, em surtos ocorridos nos EUA, 9,4% foram
atribuidos a aguas recreacionais e 16,2% a agua potavel contaminada
(BERTRAND; SCHWARTZBROD, 2007).

A G. lamblia € um dos mais frequentes flagelados do intestino da maioria
dos mamiferos, sendo o0 mais comum parasito de humanos em paises
desenvolvidos, como EUA, Canada e Australia. Em grupos socialmente
desfavorecidos e nagdes em desenvolvimento, como o Brasil, com condi¢cbes
higiénicas - sanitarias precarias, € tida como uma zoonose das mais
importantes, mostrando uma ocorréncia de 20,0 a 60,0% em determinadas
areas (GOLDIN et al., 1990; THOMPSON et al.,1990).

Em uma pesquisa sobre enteroparasitoses em pré — escolas de quatro
comunidades faveladas da cidade do Rio de Janeiro foi verificada uma
positividade de 54,5%, sendo que os parasitos mais frequentes foram G.lamblia
e Ascaris lumbricoides (MACEDO et al., 1998).

Os principais fatores relacionados ao hospedeiro que determinam o grau
da infecgcdo sdo a imunidade, o estado nutricional e as infecgdes; em relagao
as cepas se destacam a viruléncia e patogenicidade (OLSON et al., 2002;

THOMPSOM et al., 1993).

2.2.5 Patogenia e Sinais Clinicos
A diarréia observada nas infec¢des por Giardia possui caracteristicas de
ma absorcao, pois as fezes podem estar amolecidas, esteatorréicas e com

odor forte. O paciente também pode apresentar vémito, dor abdominal, letargia,
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anorexia, nauseas, presenca de muco nas fezes, perda de peso, flatuléncia ou
ainda a forma assintomatica (ADAM, 2001; MULLER; VON ALLMEN, 2005;
REY, 2002; ZAJAC, 1992).

Os trofozoitos ao aderirem a bordadura em escova e a mucosa do
intestino induzem uma resposta imune que provoca um aumento na produciao
de secrecéo e fluido com consequente dano intestinal e alteragdes do conteudo
biliar e da flora do duodeno propiciando a diarréia. Neste processo ocorre
alteracdo da permeabilidade do epitélio e posterior inflamagdao e
comprometimento da digestdo e absorg¢ao, devido a injuria na bordadura em
escova e inducdo de apoptose das células intestinais (MULLER; VON
ALLMEN, 2005; NEVES et al., 2005; THOMPSON, 2004).

Em pacientes com diarréias crbnicas, € documentada ma absorcédo de
gorduras, vitamina By, e do acucar d-xilose (ADAM, 2001; MULLER; VON
ALLMEN, 2005).

Na resposta imune de combate a Giardia, estdo envolvidas
principalmente as imunoglobulinas séricas IgA, IgM e IgG. As IgA(s) interferem
na aderéncia do parasita a mucosa recobrindo os trofozoitos, enquanto que a
IgM(s) e a IgG(s) afetam a atividade de macréfagos e neutrédfilos (THOMPSON
et al., 1993).

Estudos citam que a giardiase provoca redugcdo de 15 pontos do
Quociente de inteligéncia (Ql), interferindo no desenvolvimento cognitivo,
sendo necessarias intervengdes pedagdgicas para contornar este problema

(ALI; HILL, 2003).
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Desnutrigdo energético-proteica e avitaminose em criangas brasileiras
foram notadas em associagdo com esta zoonose, com ocorréncia de 30,4%
(MUNIZ-JUNQUEIRA; QUEIROZ , 2002).

Alguns trabalhos mostram uma correlacdo do assemblage A com
diarréia intermitente e, do assemblage B com diarréia persistente, fato
observado em criangas com até cinco anos de idade (ALI; HILL, 2003; CACCIO

et al., 2005; MONIS; THOMPSON, 2003).

2.2.6 Diagnéstico

Quando a diarréia se apresenta persistente, suspeita-se de giardiase.
No diagndstico parasitolégico de fezes diarréicas encontramos mais facilmente
as formas trofozoitas e aconselha—se o exame direto das fezes logo apds a
emissdo das mesmas pelo hospedeiro infectado. Ja em fezes formadas
encontramos mais frequentemente cistos isolados empregando as técnicas de
flutuagdo (CHAIA, 1975).

Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de infecgdo por
Giardia. Deve-se considerar o periodo de pré-paténcia (que geralmente é de
uma a duas semanas) e a intermiténcia da eliminacao deste parasito (HAMNES
et al., 2007; ZAJAC, 1992). Em relagdo ao aspecto macroscopico das fezes
pode-se verificar a presenga de muco, sangue e de parasitas metazoarios

(SLOSS et al., 1999).
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Flutuacdo em solugdes saturadas de sulfato de zinco a 33,0% ou de
agucar, tem a vantagem de causar menos distorgdo nos cistos de Giardia que
as solugoes saturadas de sal (CONBOY, 1996).

Um teste alternativo € o imunoensaio enzimatico (ELISA), método que
apresenta sensibilidade superior ao da microscopia, segundo Motta et al.
(2004). O ensaio em microplaca Alexon ProSect Giardia para a detecgao do
coproantigeno especifico para a Giardia (GSAG65) foi recentemente avaliado.
No Brasil este teste foi utilizado pela primeira vez em amostras provenientes de
pacientes de Belo Horizonte, mostrando-se sensivel e especifico para o
diagndstico (SOUZA et al., 2003).

A Imunoseparagdo Magnética, acoplada a Imunofluorescéncia (IMS-IFA)
€ uma técnica de rotina, que permite o processamento de varias amostras
simultaneamente (SOUZA et al., 2003).

Dentro da espécie formalmente conhecida como G. duodenalis,
numerosos grupos de isolados ou gendtipos aparentemente exclusivos de
determinadas espécies animais estdo sendo reconhecidos, por meio de
técnicas de identificacdo molecular, como PCR-RFLP e sequenciamento de
fragmentos de genes codificadores da triose fosfato isomerase, glutamato
desidrogenase, fracdo 16S de RNA ribossémico, B-giardina e fator de elongase

10 (THOMPSON et al., 2000).
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2.2.7 Controle

De maneira geral, a prevengado da giardiase inclui medidas sanitarias,
educativas e de controle da infeccdo em animais domésticos (OLSON et al.,
2002).

E necessario a implantacdo de programas sanitarios, como o controle de
caes errantes, a formulacido de leis com a finalidade de se evitar o acesso de
caes em areas publicas (CAPUANO; ROCHA, 2006).

Como profilaxia, recomenda-se higiene pessoal, prote¢do dos alimentos
e tratamento da agua. Embora haja evidéncias de que os cistos resistem a
cloracdo da &gua, eles sdo destruidos em agua fervente. E recomendavel
verificar o parasitismo nos animais domésticos e trata-los. Além disso, é
importante o tratamento precoce do doente, procurando-se também
diagnosticar a fonte de infecgao e trata-la (NEVES et al., 2005).

Esta enfermidade pode ser evitada empregando-se praticas de boa
higiene, pela lavagem constante das maos com agua e sabao antes de comer,
antes de preparar alimentos, apds ir ao banheiro, apés trocar fraldas e apoés
lidar com animais de estimagdo. Também n&o é recomendavel a ingestdo de
agua nao-tratada originada de corpos de agua de superficie. No caso de um
paciente infectado deve-se atentar para o risco de infeccdo por meio das fezes
contaminadas (BRASIL, 2004).

Em granjas, a higienizacdo dos pisos com agua sob alta presséo, com

desinfetantes como formol e o iodo, considerando suas propriedades
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bactericidas e germicidas, e ainda a secagem das instalagdes, podem reduzir a

presenca deste protozoario (MADDOX-HYTTEL et al., 2006).

2.2.8 Tratamento

A giardiase pode ser tratada com o albendazol e o nitrofuram, que
alteram a aderéncia e causam o desprendimento do parasito do epitélio e,
nitazoxamide que exibe efeito semelhante ao metronidazol (bloqueio da sintese
de DNA) (ALI; HILL, 2003; PEREZ-ARRIAGA et al., 2006).

Mesmo sendo disponiveis e eficientes no combate a giardiase, estes
farmacos causam efeitos colaterais que acarretam a interrupcéo do tratamento,
possibilitando que os parasitos desenvolvam resisténcia aos mesmos (SAVIOLI
et al., 2006).

A administracdo de vacina comercial contra Giardia em pequenos
animais, ocasionou redugao no tempo de excrecdo € no numero de cistos de

eliminados (OLSON et al., 2000).

3 OBJETIVOS

1. Verificar a ocorréncia das infec¢gdes por Cryptosporidium spp. e
Giardia spp. em amostras fecais de leitdes ao desmame em suinoculturas do
Municipio de Aragatuba, SP.

2. Relacionar a infecgao criptosporidica e ou giardica com episddios de

diarréias observados nos animais.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Amostragem

O grupo experimental foi constituido por 107 leitdes com 45 dias de
idade (15 dias apés o desmame) sendo 60 fémeas e 47 machos das ragas
Landrace ou mesticos (Landrace x Large White) de trés suinoculturas de

Aracatuba, Sao Paulo.

4.2 Descricao das Granjas

Da suinocultura A, com 30 matrizes, foram examinados 59 leitdes e da
suinocultura C, com oito matrizes, foram examinados 36 leitdes. Ambas
adotaram vazio sanitario de no minimo sete dias e durante esse periodo foi
feita a alternancia de desinfetantes do tipo ambnia quaternaria, iodo e formol,
sendo os animais introduzidos apdés a completa secagem das instalacées.
Vassoura de fogo foi utilizada trés vezes ao ano. Na suinocultura B, com cinco
matrizes, foram examinados 12 leitdes; o tempo do vazio sanitario chegou a
dois meses e a vassoura de fogo foi utilizada cinco vezes ao ano, com o uso de

desinfetante a base de cresais e fendis (creolina) e cal virgem.

As trés granjas apresentavam criagdo do tipo intensiva, com
fornecimento de agua e ragao “ad libitum”, sendo os animais divididos em lotes
e mantidos em baias suspensas ou em chao cimentado com higienizagao diaria

realizada com agua sob alta pressdo. O unico anti-parasitario utilizado foi,
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Ivermectina a 1% foi administrada as matrizes 15 dias antes do parto e aos

leitdbes na desmama e a cada 80 dias.

Um registro de variaveis foi elaborado incluindo-se o sexo, raga, a
consisténcia e grau de hidratagcdo das amostras fecais de cada animal do

estudo, bem como a infra-estrutura e manejo sanitario de cada granja.

4.3 Colheita do Material

4.3.1 Colheita das Fezes

Foram colhidas trés amostras fecais de todas as leitegadas, para
aumentar a probabilidade de encontro dos parasitos, entre o periodo de
fevereiro a novembro de 2008. As fezes foram retiradas diretamente da ampola
retal de cada animal devidamente identificadas e acondicionadas sob

refrigeracao, a temperatura de 4 a 8°C, até o momento do exame.

4.4 Exame Laboratorial

4.4.1 Pesquisa de Oocistos de Cryptosporidium spp. e de Cistos ou
Trofozoitos de Giardia spp.

As amostras de fezes foram colhidas e encaminhadas ao Laboratério de
Enfermidades Parasitarias dos Animais e Parasitologia, onde foram executadas
as técnica de centrifugo — flutuacao (FAUST et al., 1938) com solugdo de
sulfato de zinco (densidade 1200g cm™) para a detecgdo de cistos de Giardia

spp. A seguir, os esfregacos fecais foram colorados pela técnica de Kinyoun
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modificada (LENNETTE, 1985) para a observagdo dos oocistos de
Cryptosporidium spp.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da técnica de Kinyoun observou-se uma ocorréncia de 4,7%
(5/107) para Cryptosporidium spp. (Figura 3) e pelo método de Faust foi
verificada positividade concomitante de 1,9% (2/107) para Giardia spp., apenas

na granja A.

FIGURA 3 — Aspecto microscépico de dois oocistos de Cryptosporidium spp.
em amostra de fezes de leitdo pela Técnica de Kinyoun (obj 40 X).

Olson et al. (1997) por meio da técnica de imunofluorescéncia
verificaram 11% (26/236) de positividade em leitdes para Cryptosporidium spp.

no Canada. No Brasil, Quadros et al. (2006) ndo observaram positividade deste
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coccidio em suinos com idades variadas, por meio da técnica de coloragéo por
auramina e Ziehl Neelsen. A taxa de positividade para este coccidio é dez
vezes mais alta em estudos que utilizam a PCR comparativamente a trabalhos
com microscopia (RYAN et al., 2005). Johnson et al. (2008) na Australia
registraram ocorréncia de 32,7% (51/156) deste parasito em animais entre
quatro semanas a seis meses de idade, por meio de PCR.

Hamnes et al. (2007) na Noruega, por meio da técnica de Sheather e
imunofluorescéncia observaram positividade de 1,5% (10/684) para Giardia
spp. em leitdes lactentes.

Estudos em muitos paises, informaram uma ocorréncia de
Cryptosporidium spp. variando de 1,4% a 33,2% em porcos domésticos. Quilez
et al. (1996) verificou na Espanha 21,9% (136/620) de positividade, |zumiyama
et al. (2001) no Japéo, 33,2% (77/232), Vitovec et al. (2006) na Republica
Tcheca, 24.1% (201/835), Zintl et al. (2007) na Irlanda, 11,4% (39/342), Chen e
Huang (2007) na China, 12% (178/1488), Wieler et al. (2001) na Alemanha,
1,4% (4/287).

A maior porcentagem de positividade observada na granja A, pode ser

explicada pela mesma possuir um elevado niumero de animais.
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Tabela 3: Correlagdo da presenga ou auséncia de diarréia com a positividade dos
animais para Cryptosporidium e Giardia na granja A de acordo com o0 sexo e
positividade nas colheitas.

Granja Animal Sexo Colheita Protozoario (s) Diarréia
A 1 M 1@ Cryptosporidium Nao
A 2 F 12 Cryptosporidium Nao
A 3 F 28 Cryptosporidium Nao
A 4 M 28 Cryptosporidium e Giardia Sim
A 5 F 28 Cryptosporidium e Giardia Sim

Suinoculturas fechadas ndo sao influenciadas por mudangas climaticas
sazonais, diferindo neste aspecto, de rebanhos ao ar livre (HAMNES et al.,
2007). Amostras positivas para ambos os parasitas foram detectadas apenas
no més de julho. Hamnes et al. (2007) na Noruega, n&o observaram diferenca
significativa em relagdo a ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia durante as
estagdes do ano.

Dos animais examinados, 60 eram fémeas e 47 machos. Destes, trés
fémeas e dois machos foram positivos para Cryptosporidium, e destes um
macho e uma fémea apresentaram infeccado concomitante com Giardia, sendo
os parasitados, encontrados na propriedade com maior numero de animais. O
pequeno numero de animais positivos, nao permitiu avaliar associacdo com o
género e nem a variagao sazonal.

Além da técnica de diagnostico, o manejo pareceu influenciar esta
positividade uma vez que, todos os animais examinados estavam confinados

em camas suspensas com piso de concreto. Ocorréncia mais elevada de
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Giardia spp. e Cryptosporidium spp. foi observada em suinoculturas ao ar livre
em relagao as fechadas (BILIC; BILKEI, 2006; JOHNSON et al., 2008).

O periodo de 21 a 28 dias apés o desmame é considerado uma fase
critica na producdo de leitdes, devido a ocorréncia de fatores estressantes,
como a separagcdo da mae, mudanca da alimentacdo e do ambiente, que
podem ter como conseqiiéncia a diarréia destes (MORES; AMARAL, 2009).
Clostridium perfringens, Escherichia coli, rotavirus, Isospora suis, Strongyloides
ransomi (SOBESTIANSKY; BARCELLOS, 2007; STRAW et al., 2006) podem
ser incriminados como possiveis agentes etiologicos de manifestagbes
entéricas.

Do total de animais, 85 apresentavam fezes com consisténcia normal e
22, em pelo menos em uma coleta, apresentaram diarréia. Destes, dois
demonstraram positividade para Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
concomitantemente. Apesar dos achados positivos, ndo se pode afirmar a
causa destas diarréias pois ndo foram realizados outros exames
coproparasitolégicos e microbiolégicos nestes suinos. Hamnes et al. (2007)
relataram associacdo significativa entre diarréia e positividade para
Cryptosporidium em leitoes.

A limpeza diaria das baias com uso de agua sob alta pressao, uso de
desinfetantes, alimentacdo a base de ragao, agua de pocgo artesiano fornecida
por bebedouros do tipo chupeta, chdo cimentado ou camas suspensas e o

habito dos animais defecarem sempre em um mesmo ponto, sdo fatores que
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desfavorecem a manutengdo dos agentes no ambiente e que devem ter
contribuido para a baixa ocorréncia observada no presente estudo.

O Formol e o iodo possuem propriedades bactericidas e germicidas. A
cal combinada com 4&gua, desenvolve grande quantidade de calor,
apresentando elevado potencial desinfetante (SOBESTIANSKY, 1981; WIEST,
1984).

Maddox-Hyttel et al. (2006) observaram que a higiene empregada no
piso (uso de agua sob alta pressdo, de desinfetantes e secagem das
instalagdes antes da introdugdo dos animais) reduziram a excregcédo de cistos
de Giardia e oocistos de Cryptosporidium.

Os animais foram positivos para Cryptosporidium spp. ou Giardia spp.
em apenas uma das trés coletas, sendo os positivos para Cryptosporidium ,
dois na primeira coleta (45° dia) e trés na segunda coleta (47° dia) e os
positivos para Giardia, apresentaram o parasito apenas na segunda coleta (47°
dia). Guselle et al. (2003) que avaliaram a criptosporidiose em suinos,
encontraram eliminagdo descontinua do coccideo. Hamnes et al. (2007)
observaram intermiténcia na excrecdo de Giardia em outros animais, sendo

provavel o mesmo padrao em suinos.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos é possivel inferir que ha ocorréncia de
Cryptosporidium e Giardia em leitdes desmamados no Municipio de Aragatuba
€ que essa ocorréncia é baixa devido ao manejo sanitario que inclui lavagem e

desinfeccao do ambiente além de instalagbes adequadas.
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