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RESUMO

Os protozoarios do género Cryptosporidium spp. e Giardia ssp. sdo atualmente
reconhecidos como os principais patdgenos entéricos com potencial zoonético que podem
causar diarreia, dor abdominal, ndusea e vomito. Sdo considerados como importantes
parasitos dos animais domésticos. No Estado do Para as infec¢des ocasionadas por estes
protozoarios em caprinos e ovinos sao pouco estudadas. O presente trabalho teve como
objetivo estudar as infeccOes naturais por Cryptosporidium spp. e Giardia ssp. em
caprinos e ovinos, criados extensivamente em propriedades localizadas nas Mesorregides
metropolitana de Belém e do Nordeste Paraense, Estado do Pard. Amostras fecais de
ovinos e caprinos jovens (< 12 meses) foram obtidas e submetidas a analise
coproparasitologica e microscopica. Para a pesquisa dos cistos de Giardia spp. as
amostras foram submetidas ao teste de rotina através da pesquisa direta e observacao
microscopica do enteroparasita. Para a pesquisa de Cryptosporidium spp. foi utilizada a
técnica de Ziehl-Neelsen modificada ou coloracéo acido-resistente. A excrecao de cistos
de Giardia spp. foi detectada em 12,66% (19/150) das amostras analisadas, sendo 17%
(17/100) e 6% (3/50) na espécie ovina e caprina, respectivamente. Oocistos de
Cryptosporidium spp., foram observados em 8,66 % (13/150), das amostras analisadas,
sendo 7% (7/100) em ovinos e 12% (6/50) em caprinos. Ja a infec¢do simultanea pelos
dois parasitos na mesma amostra analisada foi observada em 3% (3/100) na espécie ovina
e 4% (2/50) na espécie caprina. A ocorréncia de Giardia spp. em ovinos de propriedades
localizadas nas Mesorregides Metropolitana de Belém e do Nordeste paraense, mostrou-
se elevada em relacdo a ocorréncia em caprinos. Ja a ocorréncia de Cryptosporidium spp.
na espéecie ovina ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao parasitismo na
espécie caprina, 0 mesmo foi observado quanto ao parasitismo pelos dois protozoarios na

mesma amostra analisada.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp.; Giardia ssp.; ovinos; caprinos; Estado do Para.
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ABSTRCT

The protozoa of the genus Cryptosporidium spp. and Giardia ssp. they are currently
recognized as the main enteric pathogens with zoonotic potential that can cause diarrhea,
abdominal pain, nausea and vomiting. They are considered important parasites of
domestic animals. In the State Para infections caused by these protozoa in sheep and goats
are little studied. This work aimed to study the natural infection by Cryptosporidium spp.
and Giardia spp. in goats and lambs, bred extensively in properties located in the
metropolitan Mesoregions Belém and Para Northeast, Pard State. Fecal Samples from
ovine and caprine animals (<12 months) were obtained and submitted to
coproparasitological and microscopic analysis. For the detection of cysts Giardia spp.
samples were submitted to the routine test through direct research and microscopic
observation of enteroparasite. For the detection of Cryptosporidium spp. was used the
Ziehl-Neelsen modified or acid-fast staining. Excretion of Giardia spp. detected was
12.66% (19/150) of the analyzed samples, 17% (17/100) and 6% (3/50) in ovine and
caprine species, respectively. Oocists Cryptosporidium spp. were observed in 8.66%
(13/150) of the samples 7 % (7/100) in sheep and 12% (6/50) in goats. The incidence of
both parasites on the same sample analyzed was observed in 3% (3/100) in sheep and 4%
(2/50) in goats. The occurrence of Giardia spp. in sheep properties located in metropolitan
Mesoregions Belém and Para Northeast, was high on the occurrence in goats. The
incidence of Cryptosporidium spp. in sheep showed no significant difference in relation
to parasitism in goats, the same was observed for the parasitism by the two protozoa in

the same sample analyzed.

Key-words: Cryptosporidium spp.; Giardia ssp.; sheep; goats; State of Para.
1 INTRODUCAO

Ovinos e caprinos naturalmente albergam parasitos em maior ou menor grau,
ainda que existam variacfes relacionadas ao animal, o tipo de producéo
(intensiva/extensiva), o local de pastoreio, as condi¢bes climaticas, o manejo da
exploracdo, entre outras. As consequéncias das doencas parasitarias dependem da acéo
dos parasitas presentes no animal. Mesmo nas formas subclinicas as perdas econémicas

e produtivas sdo de igual modo consideraveis. Assim, sendo o parasitismo um problema
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dificil de erradicar, o seu controle nas exploracbes de pequenos ruminantes é
indispensavel para a sobrevivéncia desse no setor agropecuario (QUINTAS; CARDOSO,
2012).

Embora o parasitismo gastrintestinal seja uma das mais sérias limitacGes a
producdo de ovinos e caprinos, verifica-se uma grande escassez de informacdes relativas
aecologia e comportamento de endoparasitos de pequenos ruminantes nos tropicos, assim
como do papel desses animais na transmisséo de zoonoses (NOGUEIRA; MELLO,
2005).

Ovinos e caprinos na idade adulta também podem sofrer com os efeitos de
protozooses como a giardiase (SANTIN et al., 2007), diferentemente dos bovinos, pois
ndo adquirem imunidade conforme se tornam mais velhos (RAMOS et al., 2004) e a
criptosporidiose, cuja imunidade protetora muitas vezes insuficiente (POHJOLA-
STENROOS, 1986). Além disso, animais nessa faixa etaria constituem a maior fonte de
contaminacéo do pasto (FRITSCHE et al., 1993) e de transmisséo para animais jovens no
confinamento (POHJOLASTENROQOS, 1986). De acordo com esse ultimo autor a alta
ocorréncia de criptosporidiose e/ou giardiase esta relacionada com qualquer condicéo que
favoreca o contato ou disseminacao de material fecal.

Santin et al. (2007) apontam que o tipo de criacdo (confinamento ou pasto), a
higiene das instalagdes e o contato de suscetiveis (incluindo humanos) com as fezes de
animais contaminados sdo fatores predisponentes para a ocorréncia dessas doencas.

Desde 1979 a Organizacdo Mundial da Saude considera a giardiase uma zoonose
e até hoje esta questdo ndo esta resolvida, em funcdo dos esparsos relatos de transmissao
zoondtica e pouca confirmacdo. O conhecimento de que hd Giardia de genotipos
especificos para determinado hospedeiro e Giardia de gen6tipo comum a humanos e
varios animais, os chamados gendétipos zoonéticos, tém mantido a discussao sobre a
giardiase ser ou ndo uma zoonose (PAULINO, 2005).

Estudos de prevaléncia e ocorréncia de Cryptosporidium em ovinos tem sido
relatados no mundo todo, mas ha pouca informacéo a respeito das espécies ou genotipos
(SANTIN et al., 2007).

A Giardiase e a Criptosporidiose recentemente tém sido reconhecidas como duas
das mais prevalentes enfermidades veiculadas pela agua. O parasitismo por esses agentes
vem chamando a atencdo de pesquisadores pelo seu potencial zoonotico, com graves
implicagdes em termos de satde publica (SILVA, 2007). De acordo com esse autor, 0s

dois enteroparasitos estdo presentes em taxas variaveis no rebanho ovino e caprino em
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nosso pais. Entretanto estudos complementares da incidéncia das infeccdes e
caracterizacdo molecular das espécies/gendtipos ainda séo pouco realizados, ndo sendo
possivel avaliar a real importancia de tais infec¢des para a salide dos animais e o potencial
zoonGtico de ambas as enfermidades tendo em vista o crescimento de casos de
enteroparasitoses em varios hospedeiros envolvendo o Cryptosporidium spp. e a Giardia
spp. evidenciando, portanto, a necessidade do desenvolvimento de estudos acerca da

ocorréncia de casos novos dessas infecgoes.

2 REVISAO DE LITERATURA

Giardia e Cryptosporidium sdo protozoarios que parasitam o trato gastrintestinal
de mamiferos domeésticos, silvestres e do homem (XIAO et al., 2001; MONIS et al., 2003)
sendo dois dos mais prevalentes e importantes patdogenos em ruminantes domeésticos
(O’HANDLEY etal., 2000; HUETINK et al., 2001; APPELBEE et al., 2003; BARWICK
etal., 2003; RALSTON et al., 2003).
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2.1 Giardia
2.1.1 O agente

Giardia duodenalis, também conhecida por Giardia intestinalis ou Giardia
lamblia é um protozoario flagelado unicelular que comumente parasita o intestino
delgado de uma grande variedade de mamiferos domeésticos e silvestres, sendo capaz de
causar sinais clinicos relacionados a diarreia e disturbios intestinais (THOMPSON et al.,
2000).

Esse microrganismo foi observado pela primeira vez por Antony Van
Leeuwenhoek em (1681), mas somente em 1859 foi descrito detalhadamente por Vilem
Lambl e posteriormente relatado a ocorréncia em coelhos por Davaine (1875) e em
anfibios por Kunstler (1882) apud Monis et al. (2009).

O parasito apresenta duas formas evolutivas: trofozoito e cisto. O trofozoito é a
forma vegetativa que habita o intestino delgado do hospedeiro e causa a doenca giardiase.
O cisto é a forma resistente ao ambiente externo e é transmissivel aos hospedeiros
susceptiveis. Foram determinados novos grupos chamados de assemblages, sendo que
para G. duodenalis existem seis (A, B, C, E, F e G), morfologicamente indistinguiveis
(THOMPSON et al., 2000), mas que séo geneticamente distintos e exclusivos de diversas
espécies de mamiferos, o0 que sugere uma diminuicdo no potencial zoon6tico da doenca,
havendo necessidade de mais estudos para averiguacao.

Considera-se Giardia duodenalis um complexo de espécies de Giardia com
genotipos diferentes e com grau variado de especificidade de hospedeiro (MONIS;
THOMPSON, 2003; APPELBEE et al., 2005).

No que diz respeito a as infeccdes de importancia para humanos, analise de
milhares de isolados provenientes de surtos diversos revelou a presenca somente dos
assemblages A e B. O gendtipo A também geralmente € encontrado em animais. Devido
as limitagBes dos estudos de transmissdo cruzada, maior confianca é depositada na
identificacdo dos gendtipos A e B nos animais como meio de compreender a transmissao
zoonotica de Giardia (CACCIO; RYAN, 2008).

Thompson et al. (1990) compilaram mais de 40 espécies, entre 1859 e 1987, que
foram descritas no género Giardia. A maioria destas foi criada e denominada de acordo
com o animal hospedeiro no qual o protozoario foi encontrado, mas, em alguns casos,

caracteristicas morfoldgicas distinguiveis foram observadas.
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Atualmente, mais de 50 espécies ja foram descritas mas sao reconhecidas apenas
5 espécies (Quadro 1) (THOMPSON, 2004).

Quadro 1: Principais espécies de Giardia e seus hospedeiros (THOMPSON, 2004).

Espeécie Hospedeiro
Giardia duodenalis Humanos, Animais domésticos e Animais silvestres
Giardia agilis Anfibios
Giardia muris Roedores
Giardia ardeae Aves
Giardia psittaci Aves

Embora somente a espécie G. duodenalis tenha sido reconhecida como agente
causador de doenca em humanos e na maioria dos outros mamiferos, a caracterizacdo
molecular de exemplares de Giardia morfologicamente idénticos isolados de humanos e
de varias outras espécies de mamiferos, tem confirmado a heterogeneidade deste parasito
e fornecido uma base para um entendimento mais claro da sua taxonomia e do seu
potencial zoondtico (THOMPSON et al., 2000).

A possibilidade de ruminantes domésticos e outros animais representarem fontes
de infeccdo para o homem despertou na comunidade cientifica o interesse para o
desenvolvimento de estudos da ocorréncia de Giardia em animais (OLSON et al., 1995)
porém ainda ndo existem evidéncias da transmissao zoonoética do protozoario, sendo que
diversas hipoteses tem sido levantadas no que se refere a diversidade genética de G.
duodenalis (MONIS; THOMPSON, 2003).

2.1.2 Ciclo biologico

O hospedeiro se infecta ingerindo cistos de Giardia presentes em agua ou em
alimentos contaminados ou por contato interpessoal. Apos a ingestéo, 0s cistos passam

pelo ambiente &cido do estbmago e desencistam na porc¢éo inicial do intestino delgado.



25

De cada cisto saem dois trofozoitos unidos pelo citoplasma que imediatamente se divide,
separando-os. Cada trofozoito fixa-se na mucosa intestinal (duodeno e jejuno) e divide-
se por divisdo binaria. Cada novo parasito produzido repete o processo, de modo que em
pouco tempo sdo produzidos varios deles (MEYER, 1990; THOMPSON; LYMBERY;
MELONI, 1990; ADAM, 2001).

Depois, alguns destes trofozoitos desprendem-se da mucosa e iniciam 0 processo
de encistamento na porc¢do final do intestino delgado. Inicialmente os flagelos encurtam-
se, depois o citoplasma condensa-se e ha producdo de uma membrana cistica. Os cistos
recentemente formados tém dois nucleos, mas depois ha divisdo nuclear no interior no
interior do cisto e sdo formados quatro nlcleos. Logo apos o disco adesivo, corpos basais,
corpos medianos e aparelho locomotor (flagelos) sé&o duplicados, resultando dois
trofozoitos que permanecem ligados pelo citoplasma no interior do cisto (MEYER, 1990;
THOMPSON, LYMBERY; MELONI, 1990; ADAM, 2001).

Estes cistos séo eliminados do corpo do hospedeiro junto com as suas fezes
podendo contaminar as maos da pessoa parasitada, os alimentos e a agua (Figura 1). No
ambiente, os cistos resistem até dois meses se as condi¢cdes de temperatura e umidade
forem favoraveis. N&o se sabe se todos os cistos eliminados nas fezes sdo prontamente
infectantes, ha evidéncia de que cistos de Giardia podem levar até sete dias para se
tornarem maduros e infectantes (THOMPSON; LYMBERY; MELONI, 1990; MEYER,
1990; ADAM, 2001).

Convem ressaltar que em fezes liquefeitas (diarreicas) somente o trofozoito é
encontrado, mas em fezes s6lidas predominam os cistos. Em uma Unica evacuagao pode
ser observado milhdes ou bilhdes de cistos. Sabe-se também que alguns dos trofozoitos
eliminados no material diarreico podem originar infeccdo, caso sobrevivam a acdo da
secrec¢do gastrica (MEYER, 1990; THOMPSON; LYMBERY; MELONI, 1990; ADAM,
2001).

Figura 1 - Ciclo de vida do protozoario G. duodenalis
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Contaminagdoe da agua, alimentos
ou mAaffomites contaminados com
cisto

Trofozotos =0
excretados mas ndo
sohrevivem no meio
ambiznte

ﬂ= Infective Stage
ﬁ_= Diagnostic Stage

Fonte: Adaptado: Maltez, 2002.

2.1.3 A infeccao

Em 2006, a giardiase foi incluida na relacdo de “doencas negligenciadas pela
OMS (SAVIOLLI et al., 2006). Atualmente, em muitos paises ao redor do mundo esta
doenca ndo é sequer relatada, o que impede a compreensdo de sua real importancia
(PLUTZER et al., 2010; BERRILLI et al., 2012).

E uma doenca que apresenta uma grande variedade de manifestacdes clinicas que
depende de fatores como a quantidade e inoculo, duragdo da infecgéo e fatores tanto do
hospedeiro como do proprio parasito (WOLF, 1992) sendo a idade dos animais um dos
mais importantes fatores de risco relacionados a giardiase (WADE et al., 2000).

A forma mais comum de apresentacdo da doenca é a infeccdo assintomatica
(TESSIER; DAVIES, 1999; FARTHING et al., 2009). Para estes ultimos autores, 0s
individuos assintomaticos ndo sofrem qualquer efeito prejudicial por parte do parasito,
mesmo nao existindo estudos sistematicos sobre o impacto em individuos. Também néo
esta claro se a infecgéo assintomatica podera ser resultado de contaminagdo com estirpes

nédo patogénicas ou se € resultado da capacidade do hospedeiro em manter o nimero de
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parasitas abaixo do nUmero necessario para desenvolver sintomatologia. Estima-se que a
giardiase tenha uma incidéncia de 2% a 5% nos paises desenvolvidos e de 20% a 30%
nos paises em desenvolvimento

Considerando as vias de infeccdo orofecal da doenca, as condi¢cdes precarias de
higiene bem como as sanitarias favorecem a propagacédo do protozoario com consequente
instalacdo da doenca. Sendo assim, as regides que estdo em desenvolvimento apresentam
indices de prevaléncia e incidéncia da doenca mais elevados (HILL; NASH, 2009).

N&o se sabe ao certo o papel de animais na transmissdo do bioagente para o
homem, porém alguns estudos apontam que o maior risco de potencial zoondtico é
decorrente das fezes de animais domésticos (OLSON et al., 2004; THOMPOSON, 2004).
Fezes de ruminantes domésticos e outros animais infectados representam possiveis fontes
de infeccdo para 0 homem, o que tem despertado interesse na comunidade cientifica para
0 estudo da doenca. Em ruminantes domésticos ha uma atencao especial, pois 0s mesmos
poderiam ser 0s responsaveis pela contaminacéo de fontes de agua e da utilizacdo de fezes
como adubo, mesmo ndo havendo evidéncia da transmissdo zoondtica do protozoario
(OLSON et al., 2005).

2.1.3.1 Giardiase em pequenos ruminantes

A giardiase é mais comum em animais jovens (TAMINELLI; ECKERT, 1989;
BURET et al., 1990), porém poucos estudos epidemioldgicos detalhados foram realizados
sobre o0s possiveis fatores de risco relacionados & ocorréncia da infecgdo (BONFIM et al.,
2004). Ela tem sido associada a presenca de sinais clinicos nessa faixa etaria, tais como
diarreia, diminuicdo do ganho de peso, anorexia, apatia e ressecamento da 1a (KIORPES
et al., 1987) porém, Buret et al. (1990), observaram que nem sempre a infeccdo por
Giardia esta relacionada a essa sintomatologia.

Estudando o efeito da infecgdo em cordeiros desafiados experimentalmente Olson
et al. (1995) mostraram uma diminuic¢do do ganho de peso desses animais e diminuicéo
na eficiéncia da eliminagcdo comparados a animais do grupo controle. O peso da carcaga
dos animais infectados foi mais baixo que dos animais ndo infectados. Aloisio et al.
(2006) verificaram que a giardiase causa relevantes perdas econémicas em fazendas que
desenvolvem a atividade da ovinocultura.

Fora do Brasil, a doenca foi relatada por Taminelli e Eckert (1989) na Suiga e por

Diaz et al. (1996) na Espanha. Koudela e Vitovec (1980) avaliando o curso da doenca e
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achados histologicos, em uma infeccdo experimental, utilizando caprinos jovens,
observaram que a maioria dos animais ndo apresentou sintomas clinicos. Aquele que
apresentou alguma sintomatologia, foi caracterizada uma diminuigéo do apetite, apatia e

consisténcia das fezes alteradas.

2.1.4 Epidemiologia

G. duodenalis € um complexo de espécies frequentemente encontrado em animais
domeésticos como o0 gado, cdes e gatos assim como em varias espécies de mamiferos
selvagens e aves (THOMPSON, 2004). Apresenta distribuicdo mundial e possui grande
importancia epidemiologica e clinica por sua alta prevaléncia (ADAM, 2001). Estima-se
que cerca de 2,8 x 108 novos casos da doenca sejam detectados por ano, no mundo
(LLOYD etal., 2002).

O papel dos animais na contaminacdo da dgua por esse protozoario vem sendo
discutida por diferentes autores. Algumas epidemias na América do Norte foram
relacionadas a contaminacgdo da agua com cistos de Giardia excretados por animais como
castores e ratos almiscarados (ERLANDSEN et al., 1990; KARANIS et al., 1996).
Segundo Thompson (2004) € pouco provavel que animais domésticos e silvestres sejam
considerados a fonte de contaminagdo da dgua no caso de surtos e que provavelmente é o
homem que contamina a agua.

Hunter e Thompson (2005) observaram que temas recorrentes relacionados a
giardiase eram, viajar, nadar em aguas superficiais, beber 4gua e ter contato com criancas
que usam fraldas. Em apenas um estudo pode-se observar a associagédo significativa com
0 contato de animais de estimacao.

Embora existam evidéncias de que a transmissdo zoondtica de Giardia ocorra,
diversos autores concordam que dados sobre a frequéncia dessa transmissao Sao escassos
e recomendam a obtencdo dos mesmos por meio de estudos epidemioldgicos que
genotipem os isolados de Giardia de hospedeiros em foco endémicos e de casos positivos
em pesquisas de vigilancia longitudinal (THOMPSON, 2004; HUNTER; THOMPSON,
2005; MONIS et al., 2009).

2.1.5 Diagnostico
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A diarreia € um sinal clinico ndo patognomoénico, vago e comum a varias
patologias, entre as quais se destaca a giardiase. A confirmacdo do diagndstico é feita
através da visualizacdo do parasita (cisto e/ou trofozoito) ou através da deteccdo de
antigenos, utilizando amostras fecais ou intestinais do hospedeiro (SAMUEL et al.,
2001).

No diagnéstico parasitolégico de fezes diarreicas 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 visualizados pelas técnicas de flutuacdo (CHAIA, 1975).

Tradicionalmente o método de flutuacdo é considerado o padréo ouro, no entanto
alguns estudos sugerem que a sua sensibilidade é mais reduzida em compara¢do com 0s
novos métodos de diagnéstico (GEURDEN et al., 2008). E possivel aumentar a sua
sensibilidade através de métodos que permitam a concentracdo de cistos, como a
flutuacdo com sacarose ou sulfato de zinco (SAMUEL et al., 2001), mas é necessario ter
em atencdo algumas particularidades como: a excregdo intermitente dos cistos pode
conduzir a falsos negativos, sendo essencial varias amostras fecais, se possivel de trés
dias consecutivos; e o fato da esteatorreia, estar por vezes presente no quadro clinico,
interferir na flutuagédo com sacarose (GEURDEN et al., 2010).

Os sintomas podem ocorrer entre um dia a uma semana antes da excrecdo de
cistos, tornando-se necessario a repeticdo da analise em doentes com sintomas
persistentes (ADAM, 1991). A vantagem deste método baseia-se no baixo custo dos
consumiveis utilizados e por ser um metodo ndo invasivo na colheita da amostra. Contudo
0 sucesso do diagndstico depende da experiéncia e capacidades do técnico de
microscopia, sendo esta a sua desvantagem (GEURDEN et al., 2010).

Um resultado negativo ndo exclui a possibilidade de infeccdo por Giardia. Deve-
se considerar o periodo de pré paténcia (que geralmente e de uma a duas semanas) e a
intermiténcia da eliminacdo deste parasito (ZAJAC, 1992; HAMNES et al., 2007). Em
relacdo ao aspecto macroscépico das fezes pode-se verificar a presenca de muco, sangue
e de parasitas metazoarios (SLOSS et al., 1999).

Um teste alternativo € o imunoensaio enzimatico (ELISA), método que apresenta
sensibilidade superior ao da microscopia, segundo Motta et al. (2004).

O diagnéstico atraves da deteccdo de antigenos nas fezes pode ser realizado

através de trés técnicas diferentes: imunofluorescéncia, enzyme-linked immunosorbent
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assay (ELISA) e imunocromatografia, utilizando-se em todas elas anticorpos
monoclonais contra proteinas da parede do cisto e do trofozoito (GEURDEN et al., 2010).

Geurden et al. (2008), compararam trés métodos de diagndstico,
imunofluorescéncia, imunocromatografia e microscopia e constataram que dos trés o que
demonstrou mais sensibilidade foi a imunofluorescéncia, seguido da imunocromatografia
e por altimo o exame microscépico. A possivel razdo para a diferenca entre os dois
primeiros € o fato de se realizar um passo inicial de concentragdo de cistos na
imunofluorescéncia, ndo acontecendo 0 mesmo na imunocromatografia.

A principal vantagem da imunocromatografia em relagcdo as outras técnicas é a
possibilidade de ser realizada no local, ndo havendo necessidade de recorrer ao
laboratdrio, assim como a rapidez dos resultados (GEURDEN et al., 2010).

2.2 Género Cryptosporidium

O género Cryptosporidium tem sido classificado como pertencente ao filo
Apicomplexa e todas as espécies sdo protozoarios parasitas intracelulares obrigatdrios
com um desenvolvimento endégeno. O ciclo culmina na producdo de formas encistadas
denominadas oocistos, que sao descarregadas nas fezes do hospedeiro. Parasitam o apice
das vilosidades das células intestinais de seus hospedeiros vertebrados, onde completam
seu ciclo de vida monoxeno (FORTES, 2004; XIAO et al., 2004). Para a maioria das
espécies deste filo, o estagio de oocisto é de grande importancia para a dispersao,
sobrevida e infectividade do parasita. E também, o estagio importante para a detecgdo do
parasita e identificacao das especies.

O Cryptosporidium foi descoberto como microrganismo patogénico de espécies
animais no comego do século XX, mais precisamente no ano de 1907. Somente em 1976 foi
verificada sua patogenia ao organismo humano, com relatos difundidos pelo mundo todo,
em pacientes com neoplasias hematologicas (CANTALICE NETO et al., 1998).

Atualmente, 26 espécies de Cryptosporidium sdo reconhecidas, sendo nove
capazes de infectar humanos (Tabela 2) (ASSIS et al., 2013; CHALMERS; KATZER,
2013; SHARMA et al., 2013;), sendo que diversos grupos de subtipos e subgenotipos de
Cryptosporidium tém sido identificados, dos quais os subtipos C. parvum lla e Il1d foram
identificados como zoonéticos (PLUTZER; KARANIS, 2009; HELMY et al., 2013).

Quadro 2: Espécies de Cryptosporidium e seus hospedeiros (segundo Xiao et al., 1999;
Lindsay et al., 2000; Xiao et al., 2001; Xiao et al., 2004; Fayer et al., 2006; Feng et al.,
2007).
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Espécies Hospedeiro principal
Cryptosporidium canis Cées
Cryptosporidium felis Gatos
Cryptosporidium suis Suinos
Cryptosporidium parvum Bovinos, Ovinos, caprinos e humanos
Cryptosporidium hominis Humanos e macacos
Cryptosporidium andersoni Bovinos e camelos
Cryptosporidium muris Roedores e camelos
Cryptosporidium hominis Humanos
Cryptosporidium meleagridis Perus e humanos

Estudos tém demonstrado uma heterogeneidade de Cryptosporidium spp. nas
infeccdes humanas e animais e tem sugerido uma conexdo intima entre a presenca destas
infeccdes, a eliminacdo de grandes quantidades de oocistos no ambiente por animais

domeésticos e a contaminacdo de aguas superficiais (SILVA, 2004).

2.2.1 Ciclo biologico

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
e FAYER, 2008). O parasito possui seis estagios de desenvolvimento dentro do
organismo do hospedeiro infectado, que sdo: a excistacao dos oocistos, merogdnia,
gametogonia, fertilizagdo, formacgdo da parede dos oocistos e a esporogdnia (SMITH;
ROSE, 1998) (Figura 2).
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O inicio do ciclo ocorre com a eliminacdo de oocistos esporulados nas fezes do
hospedeiro infectado. Outro animal susceptivel ir4 se infectar ao ingerir oocistos
presentes na agua, alimentos ou em fémites. Com a excistacao, haverd a liberacéo 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 (localizagdo intracelular extracitoplasmatica). A seguir, havera a
diferenciacdo dos esporozoitos em trofozoito, iniciando a multiplicacdo assexuada ou
merogOnia (CURRENT, 1999; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004; SMITH et
al., 2007).

Trofozoitos originardo merontes tipo | e tipo 11, com oito e quatro merozoitos em
seu interior, respectivamente e a seguir formardo microgametdcitos e macrogametocitos,
que sdo os estagios sexuais do parasito (SMITH et al., 2007). Apos a fertilizacéo, ocorrera
a formac&o 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 excistacao na luz do trato
gastrintestinal, onde sdo capazes de iniciar uma autoinfec¢do, enquanto que 0s 00cCistos
de parede espessa sdo eliminados, na forma infectante, em fezes e sdo altamente
resistentes em condi¢fes ambientais (CURRENT, 1999; VARGA, 2000; XIAO et al.,
2004; SMITH et al., 2007).

Figura 2 - Ciclo de vida do C. parvum
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Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

2.2.2 Criptosporidiose

Para Araujo et. al. (2007), a criptosporidiose se configura como uma doenga
diarreica, que acomete com gravidade individuos imunocomprometidos, sendo benigna
em pacientes imunocompetentes. A patologia é caracterizada pela ocorréncia de diarreia
prolongada ou persistente, associada a dor abdominal, nauseas, vOmitos €, mais
raramente, febre, mal-estar e anorexia (WIEBBELLING et. al., 2002).
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A importéancia da criptosporidiose em animais de producédo € traduzida néo so
pelo potencial zoondtico de algumas espécies como também pela perda econémica que
esta infeccdo promove (OLSON et al., 2004) e segundo Silva (2004) o C. parvum é o
enteropatégeno mais comumente encontrado durante as primeiras semanas de vida em
ruminantes, sendo considerado importante na etiologia das sindromes diarreicas
neonatais.

Tal sindrome é consequéncia da interacdo entre produtos parasitarios, que lesam
a barreira epitelial e interferem nas respostas imunologicas e inflamatorias do hospedeiro
(THOMPSON; PALMER; O'HANDLEY, 2008), com comprometimento da conversédo
alimentar; reducdo no ganho de peso vivo, diminui¢do da producgdo, com morbidade alta
em surtos e ocasionalmente o 6bito do animal (FOREYT, 1990; VIEIRA et al., 1997),
gerando grande prejuizo econémico ao criador (VIEIRA, 1999, NOORDEEN et al.,
2012). O parasito frequentemente age sozinho, mas a doenca € mais pronunciada quando
outros agentes estio presentes (RADOSTITS et al., 2000; SILVERLAS et al., 2013).

Em animais de producéo ha uma variabilidade sazonal na frequéncia da infeccéo,
pois 0 aumento da ocorréncia esta associado com a época das chuvas, de dezembro a
fevereiro (GREEN et al., 2004). Também dependendo da época ha uma espécie
responsavel pelo surto, o que torna dificil determinar um hospedeiro especifico.
Atualmente, observa-se maior ocorréncia do C. andersoni, embora o C. parvum também
seja diagnosticado com bastante frequéncia, inclusive simultaneamente com Giardia
(OZMEN et al., 2006). E muito comum a ocorréncia de recidiva e esse protozoario
comumente participa de infecgdes mistas (PUGH, 2005).

A patogenia e o quadro clinico da doenca séo influenciados por varios fatores que
incluem entre eles idade, competéncia imunoldgica do individuo infectado e a associacao
com outros patégenos (RADOSTITS et al., 2000) e quando o parasita esta presente, causa
inflamacdo e atrofia das vilosidades intestinais resultando em perda da superficie de
absorcdo, desequilibrio no transporte de nutrientes (THOMPSON; PALMER;
O'HANDLEY, 2008) com consequente comprometimento na produtividade animal
(DECUBELLIS; GRAHAM, 2013).

Apesar de poucos relatos em pequenos ruminantes, a criptosporidiose tem sido
responsavel pela diminuicédo da produtividade e retardo no crescimento, podendo até levar
a morte (TZIPORI et al., 1981; ANGUS et al., 1982; FOREYT, 1990; DE GRAFF et
al.,1999).
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2.2.2.1 Criptosporidiose em pequenos ruminantes

O protozoério Cryptosporidium é considerado como um dos principais patdgenos
entéricos em cabras (DELAFOSSE et al., 2006). O mesmo tem sido observado em varios
paises do mundo apresentando prevaléncias variaveis: 2,5% na Franca (CASTRO-
HERMIDA et al., 2005); 4,8% no Brasil (BOMFIM et al., 2005); 67,7% na Argentina
(VENTURINI et al., 2006); 4,8% na Zambia (GOMA et al., 2007), 35,8% na Bélgica
(GEURDEN et al., 2008) e 16,66% no Brasil (COELHO, 2011).

A primeira evidéncia de infeccdo por Cryptosporidium spp. foi na Australia com
acometimento de um cabrito com duas semanas de idade, que veio a Obito apos curto
episodio diarreico (MASON; HARTLEY; TILT, 1981) e no Brasil o parasito foi
observado primeiramente nessa espécie por Vieira e seus colaboradores em 1997.

Além do mais, caprinos assumem significado importante na transmissdo do
Cryptosporidium spp. para o ser humano, visto que pode atuar como reservatério de
grupos zoondticos de C. parvum (MONIS; THOMPSON, 2003; QUILEZ et al., 2008;
XIAO; FENG, 2008, RIEUX et al., 2013).

Ja em ovinos, a infeccdo por Cryptosporidium foi primeiramente descrita na
Austrdlia em animais de uma a trés semanas de idade que apresentavam diarreia
(BARKER; CARBONELL, 1974). Seu papel como um agente etioldgico primario foi
confirmado em experimentos realizados no inicio da década de 80 (ANGUS et al., 1982;
SNODGRASS et al., 1984). Desde entdo, o0 parasita tem representado importante papel
na Sindrome da Diarreia Neonatal em espécies domésticas e é atualmente associada a
altos niveis de morbidade. Dependendo das condi¢cGes ambientais e da presenca de outros
agentes enteropatogénicos pode haver alta mortalidade (ANGUS, 1990; MATOS-
FERNANDEZ et al., 1994; MATOS-FERNANDEZ et al., 1996). O periodo pré-patente
em ovelhas é em torno de 2-7 dias (TZIPORI et al., 1981) e cerca de quatro dias em
filhotes (KOUDELA; JIRI, 1997).

Normalmente, os animais entre uma e cinco semanas de idade demonstram os
sinais clinicos entre cinco dias e duas semanas (CASTRO-HERMIDA et al., 2007). Este
periodo é inversamente proporcional a dose do agente infectante e diretamente
proporcional a idade do animal (ORTEGA-MORA; WRIGHT, 1994).

Estudos de prevaléncia e ocorréncia de Cryptosporidium em ovinos tem sido
relatados no mundo todo, mas ha pouca informac&o a respeito das espécies ou gendtipos
(SANTIN et al., 2007).
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Fiuza et al. (2011) detectaram 1,6% (2/90) de infeccdo por este parasito em
cordeiros entre dois a seis meses de idade, com identificagdo molecular de C. ubiquitum
em dez rebanhos de ovinos no Rio de Janeiro. Em Aragatuba/SP, C. parvum foi
diagnosticado em ovinos por Féres et al. (2009) e na Poldnia por Majewska et al. (2000).
Shen et al. (2011) na China e Silva (2007) observou na cidade de Tupi-Paulista/SP, C.
parvum, C. bovis, C. felis e C. gendtipo cervine.

As espécies de Cryptosporidium encontradas em ovinos até o presente momento
foram o genotipo suino tipo |1, genétipo marsupial, C. suis, C. andersoni, C. parvum, C.
bovis-simile, C. muris, C. bovis; C. cervine 1 e 2 (RYAN, 2005; SANTIN et al., 2007).

2.2.3 Epidemiologia

A criptosporidiose € conhecida por ocorrer tanto em humanos como em animais.
A prevaléncia da doenca em humanos € registrada principalmente nos individuos
imunocomprometidos. Quando estabelecido o quadro de infeccdo nestes pacientes, a
reversibilidade da enfermidade dificilmente ocorre, levando o paciente ao 6bito (LIMA,
STAMFORD, 2003).

O protozoario do género Cryptosporidium, possui alta resisténcia aos processos
convencionais de tratamento de agua. Além disso, sua baixa seletividade por hospedeiro
e a possibilidade de transmissibilidade direta (do homem para 0 homem) e cruzada (de
animais para 0 homem) sdo fatores que contribuem para a rapida disseminacédo da doenca
(LOPES, 2002). Outro fator que auxilia na ampla ocorréncia da doenca é ela ser silenciosa
em alguns casos, em individuos imunocompetentes, que ndo deixam de espalhar o
protozoario em algum momento (LIMA; STAMFORD, 2003).

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 veiculacdo de oocistos entre os animais domésticos ou silvestres, a
agua destinada a bebida ou recreagdo e em alimento para humanos (ANDERSON, 1985;
FAYER et al., 1998).

Na transmissdo da criptosporidiose, alguns grupos de insetos, como as baratas,
moscas domésticas e alguns tipos de besouros, ja foram incriminados como vetores
mecanicos do agente (FAYER et al., 2000).
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O tamanho do oocisto é reduzido, quando comparado a outros protozoarios da
classe (O’DONOUGHUE, 1995). Essa caracteristica possibilita que o parasita se
dissemine da varias formas. Segundo o autor, a dimensdo pequena do oocisto possibilita
a sua locomocéo pela agua, que representa a sua principal forma de disseminacéo, pelo
vento, por objetos solidos, ou mesmo por frutas, verduras e legumes. Esta movimentacéao
pode ocorrer por infecgdo de outros animais, ou até mesmo nas superficies externas destes
animais ou do préprio homem (LOPES, 2002).

Possuem uma resisténcia muito alta e sobrevive a maioria dos desinfetantes como
alcool, hipoclorito de sddio, fendis e quaternario de amonia, entre outros. Também ¢é
resistente a concentragio de cloro empregada na cloragio da agua (SPOSITO FILHA;
OLIVEIRA, 2009).

Quanto a temperatura, 0s oocistos do protozoario causador da criptosporidiose
podem resistir, em suspensdes aquosas até 67 °C por um minuto e 60 °C por cinco minutos
(FAYER, 1997). Importante salientar que o processo de pasteurizagdo em temperatura
aproximada de 72 °C, por 15, 10 ou 5 segundos é capaz de tornar inativos 0s 0ocistos em
questdo (LOPES, 2002).

Em solos sua disseminacdo é pouco estudada, porém em Aaguas superficiais
tratadas ou ndo ha dados que demonstram essa prevaléncia (LOPES, 2002). Porém em
aguas superficiais, de consumo humano ou de efluentes de esgotos Varios estudos

demonstraram ampla ocorréncia do Cryptosporidium spp.

2.2.4 Diagnostico

Quando a intencdo é apenas observar se ha contaminacédo pelo agente etioldgico,
0s métodos de exame parasitoldgico rotineiro de fezes e coloracBes especiais de
esfregacos de fezes sdo suficientes. Agora se 0 estudo objetiva determinar a espécie de
Cryptosporidim envolvida, o uso da técnica do PCR se faz necessaria (LOPES, 2002).

Para Nelson e Couto (2010), o diagnéstico de Cryptosporidium spp. requer a
observacgdo dos oocistos ou um resultado positivo no ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Onde o C. parvum é o menor dos coccideos, sendo muito dificil observa-lo no exame
fecal. O uso de técnicas de coloragdo &cida sobre o esfregaco fecal e anticorpos
fluorescentes aumentam a sensibilidade. (BALLWEBER, 2001).

A principal técnica de diagnostico utilizada nos laboratorios é a que permite a

identificacdo da presenca de oocistos do protozoério nas fezes, sem a determinacdo da
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especie envolvida (HUBER, 2007). Podem ser analisadas amostras de fezes frescas como
também preservadas através de solucdo de acido acético, acetato de sodio ou formalina.
Devido a dificuldade de identificacdo e a escassez de oocistos, é importante que a amostra
seja concentrada para facilitar a analise. Técnicas como sedimentacdo com formalina-éter
e formalina acetato de etil ou centrifugo-flutuacdo com solucdo de Sheather sulfato de
zinco e flutuacdo em solugdo concentrada de cloreto de sddio, podem ser utilizadas
(HINICHSEN, 2005).

Coloracg6es especiais que facilitem a identificacdo dos oocistos, como as técnicas
alcool-acido-resistentes: Ziel-Neelsen modificado e carbofucsina de Kinyou modificado
sdo bastante empregadas. Outras técnicas de coloragdo também tem sido relatadas como
a hematoxilina férrica e safranina tricrdmica e prata metanamina (CIMERMAN,
CIMERMAN, 1999; HINICHSEN, 2005).

Com a descoberta do Cryptosporidium apds 1980 a técnica de Ziel-Neelsen,
desenvolvida por Ehrlich, comecou a ser aplicada e posteriormente modificada por
Henriksen e Pohlenz em 1981, foi descrita mais tarde por Casemore em 1991 e desde
entdo tem sido usada largamente para o diagnodstico laboratorial da criptosporidiose
(CLARKE; McINTYRE, 2001).

De acordo com Garcia et al. (2000), a coloracdo acido-resistente ou método de
Ziehl-Neelsen foi inicialmente utilizada para corar bactérias, como os bacilos da
tuberculose e da lepra (micobactérias), baseado em suas caracteristicas tintoriais. A acido-
resisténcia esta relacionada a presenca de lipidios, ligados fortemente a parede celular,
que resistem a extracao sucessiva com alcool-éter e cloroférmio. A integridade fisica da
parede celular é essencial a &cido-resisténcia. O método de coloracéo pelo Ziehl-Neelsen
modificado ou &cido-resisténcia usando carbofucsina apresentou resultados fidedignos
para deteccdo de Cryptosporidium spp. em esfregacos de fezes, bem como em tecido de
bidpsia intestinal, ndo permitindo que fossem confundidos com leveduras.

Os oocistos nas coloracdes acido-resistentes sdo observados como estruturas
esféricas, medindo de 3 a 6 um de diametro, em diferentes graus de intensidade de
vermelho-brilhante, contendo granulagdes escuras em seu interior, correspondentes as
formas esporuladas. Algumas vezes, a dupla parede do oocisto aparece altamente
refringente, em contraste ao fundo azul ou verde (DIAS JUNIOR, 1999).

Os testes de imunoensaio, que detectam o antigeno em amostras de fezes, tem
capacidade para analise de um grande numero de amostras, sem a necessidade de

utilizacdo de um técnico experiente a identificacdo. Apresentam alta especificidade (90-
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100%), porém a sensibilidade pode ficar em torno de 70%, podendo ocorrer falsos
positivos. Geralmente ndo apresentam bons resultados quando o nimero de oocistos é
pequeno (JONSTON et al., 2003 apud XIAO; CAMA, 2006).

Os testes comerciais para diagnostico em amostras de fezes: Rida Quick
Cryptosporidium, Ridascreen Cryptosporidium, Rida Quick Coomb e Cryptosporidium
Strip foram avaliados por Weitzel et al. (2006), onde 0s mesmos apresentaram
sensibilidade de 88%, 82%, 82% e 75% respectivamente, apresentando rapidez de
diagnostico e facilidade de leitura. Ferreira et al. (2001) defendem que a identificacéo de
oocistos em amostras de fezes permaneca como um importante recurso diagnostico, uma
vez que uso de “kits” sdo dispendiosos enquanto que a microscopia exige apenas
instrumental basico e laboratorio, além de oferecer poucas probabilidades de resultados
falsos-positivos, uma vez que as preparacfes permanentes podem ser examinadas
novamente em caso de ddvidas.

Técnicas moleculares, especialmente a PCR, sdo 0s mais sensiveis métodos para
detectar a presenca do parasito. Varias ferramentas vém sendo desenvolvidas
possibilitando também a diferenciacdo de espécies dentro do género ou distinguir
gendtipos dentro da mesma espécie, possibilitando a identificacdo de fontes de infec¢édo
e/ou rotas de transmissdo (WARD; WANG, 2001; CACCIO, 2004). Além do mais, a
possibilidade de detecgdo do Cryptosporidium em amostras que apresentem um baixo
numero de oocistos capacita esta metodologia para identificacdo do parasita em pacientes
em fases finais ou iniciais da doenca, bem como em amostras de solo ou agua
contaminadas. Amostras organicas como fezes ou solos, muitas vezes contem inibidores
que podem reduzir a sensibilidade do PCR, necessitando que algumas técnicas sejam
utilizadas para evitar esta inibicdo, como a remocao ou purificacdo dos oocistos antes da
extracdo do DNA e remocdo desses inibidores durante a extracdo do DNA (WARD;
WANG, 2001).

Um ponto importante do diagnostico consiste na eliminacdo dos oocistos pelo
hospedeiro, que ocorre de modo intermitente em individuos sintomaticos e
assintomaticos. Desta maneira, varias amostras de fezes devem ser analisadas antes de ser
dado um diagnéstico preciso (FAYER, 1997).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Estimar a ocorréncia de infecgdes naturais por Giardia ssp. e Cryptosporidium
Spp. em caprinos e ovinos, criados extensivamente em propriedades da Mesorregides

Metropolitana de Belém e do Nordeste Paraense.
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3.2 Especificos
Verificar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em ovinos e

caprinos por meio de analise coproldgica e microscopia 6tica em municipios do Para;

Comparar a prevaléncia da infecgdo por Cryptosporidium spp. e Giardia spp. nas

espécies ovina e caprina.

Verificar a coinfeccdo dos enterozoarios Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em

0Vvinos e caprinos.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Populacéo estudada

Os animais objetos do presente estudo foram provenientes de sete propriedades
localizadas nos municipios de Sdo Miguel do Guama, Santa Maria do Para, Sdo Francisco
do Pard, Igarapé-Acu, pertencentes & mesorregido do Nordeste paraense e Castanhal,

Santa Barbara e Belém, pertencentes a Mesorregido metropolitana de Belém (Figura 3).
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Para o estudo foram selecionados ao acaso animais jovens (< 12 meses de idade),
entre caprinos e ovinos, sem raca definida, de ambos o0s sexos, apresentando ou néo
quadro diarreico, criados sobre regime semi-intensivo e extensivo. A coleta de amostras

de fezes animal foi realizada no periodo de Agosto a Dezembro de 2015.

Figura 3: Mapa do Estado do Para ilustrando as Mesorregides paraenses.

LEGENDA:

I BAIXO AMAZONAS

[ ]MARAJO

I METROPOLITANA DE BELEM
[ NORDESTE PARAENSE

7] SUDESTE PARAENSE

[ ] SUDOESTE PARAENSE

Fonte: https://www.google.com.br/

4.2 COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de fezes foram obtidas diretamente da ampola retal de 150 animais,
sendo 100 ovinos e 50 caprinos, com o auxilio de luvas de procedimento e em seguida
armazenadas em tubos de Falcon de 50 mL, devidamente identificados e transportados
em caixa de polimero expandido contendo gelo reciclavel para conservacao das mesmas.
Para a pesquisa de Giardia spp., as amostras foram processadas até 48 horas apds a coleta.

Ja para a pesquisa de Cryptosporidium spp., as amostras foram congeladas a -18° C e
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processadas posteriormente. As analises foram realizadas no Laboratério de Protozooses

da Sesséo de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas.

4.1.1 Preparo das amostras para analise e técnicas laboratoriais utilizadas

4.1.1.1 Pesquisa de Cryptosporidium spp.

Foi utilizado o método de diagnostico de Ziehl-Neelsen modificada ou coloracéo
acido-resistente, coloracdo de Kinyoun, realizando-se a preparagdo de duas laminas para
cada amostra de fezes.

Para a pesquisa de oocistos utilizou-se no processamento laboratorial
aproximadamente 1g das fezes coletadas, tanto para ovinos quanto para caprinos,
dissolvidas em 10 mL de formol a 5% dispostos em tubo de Falcon. As amostras em
formol ficaram em descanso por no minimo 24 horas e apos esse periodo, a dilui¢do foi
filtrada em copo pléstico descartavel para reter a0 maximo o0s residuos grosseiros com o
auxilio de filtros descartaveis, onde uma parte equivalente a 4mL deste filtrado foi
colocado em tubo tipo Falcon de 14mL, acrescido de 4mL de éter. O tubo em seguida foi
tampado e o conteudo foi emulsionado por 10 vezes e deixado em repouso por 5 minutos
e em seguida o material foi centrifugado a 2.000 rpm por 5 minutos segundo a técnica de
centrifugo-concentracdo pelo método éter-formol (LEON et al., 1999). O sobrenadante
entdo € desprezado e o sedimento retido no fundo do tubo foi utilizado na confec¢édo do
esfregaco em duas laminas com extremidades foscas, identificadas para cada amostra e
deixadas secar em temperatura ambiente.

Em seguida as 1dminas foram submetidas a técnica de coloragdo de Ziehl-Neelsen
modificado, com a utilizacdo da fucsina carbdlica, segundo as recomendac6es de Ortolani
(1988). Ap6s a secagem, as laminas foram fixadas com Metanol (Alcool Metilico) e
deixadas para secar novamente e em seguida a por¢do com o esfregaco foi coberta com a
fucsina carbdlica durante 30 minutos, que serve para marcar o local onde o0 oocisto esta
presente.

As laminas foram lavadas com agua corrente para a remogao do excesso da fucsina
e em seguida foram cobertas com solucdo de alcool-acido sulfurico a 0,5% durante 5
minutos para remover ainda mais o excesso do corante, lavadas e posteriormente cobertas
pelo Verde Malaquita durante 5 minutos, em seguida lavadas pela ultima vez e deixadas

para secar naturalmente. Por Gltimo foram examinadas em objetiva de imersdo com
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aumento de 100X com duas gotas de 6leo de imersdo no microscopio optico.

4.1.1.2 Pesquisa de Giardia spp.

Para a deteccdo de cistos do parasito foi realizado o teste de rotina
coproparasitologica através da exame direto e observacao microscépica do enteroparasita.
Uma pequena quantidade de fezes é colocada em lamina de microscopia
identificada onde posteriormente s&o adicionadas algumas gotas de Lugol. Com a ajuda
de um palito de madeira o material € diluido na solucdo até a sua homogeneizacdo. A
mistura é entdo coberta com uma laminula e a leitura das I1dmina para a pesquisa dos cistos

é realizada no microscopio éptico.

4.2 ANALISE ESTATISTICA

Uma vez obtidos os resultados das amostras fecais, os dados seréo tabulados em
planilhas do Microsoft Excel 2007 e avaliados quanto a estatistica descritiva pelo
programa SAS, comparando-se os dados mediante analise de variancia (ANOVA) através

do teste Qui-quadrado (X?) com nivel de significancia de 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 150 amostras analisadas a presenca de cistos de Giardia spp. foi observada
em 14,66% (22/150) das amostras, sendo 19% (19/100) e 6% (3/50) na espécie ovina e
caprina, respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 1: Ocorréncia de Giardia spp. em amostras fecais de ovinos e caprinos
provenientes de propriedades das Mesorregides Metropolitana de Belém e do Nordeste
Paraense, 2016.

ESPECIE (%) N
Ovina 19 19/100
Caprina 6 3/50

Teste Qui-quadrado=4,5011; p> 0,0339

Bomfim et al. (2004) referem que em ovinos e caprinos, as informacdes sobre
prevaléncia de infeccdo por Giardia sdo extremamente escassas, portanto os resultados
apresentados no presente estudo, ira contribuir com informacdes acerca da infecgdo por
este protozoario em pequenos ruminantes criados ao nivel regional.

Em relacdo aos ovinos, no presente estudo, a ocorréncia de Giardia spp. (Figura
4), apresentou resultado similar aos de Souza et al. (2012), no Rio Grande do Norte que
detectaram frequéncia de 18,75% (12/64) de cistos de Giardia spp., em cordeiros da raca
Santa Inés. J& Santin et al. (2007), no estado de Maryland, USA, registraram uma
prevaléncia de 4% de (1,24/31) amostras positivas para Giardia spp. utilizando a técnica
de PCR, mostrando que mesmo utilizando uma técnica que apresenta alta sensibilidade,
ainda sim os resultados mostraram baixa ocorréncia do protozoario.

No presente estudo alguns animais apresentaram quadro diarreico, porém néo foi
possivel identifica-los e nem correlacionar com a presenca dos cistos de Giardia spp. em
amostras fecais. Silva (2009) estudou a infeccdo natural por G. duodenalis, em cordeiros
machos da raca Santa Inés e ndo observou nenhum caso de diarreia. Nesse sentido, Buret
et al. (1990) assevera que nem sempre a infeccdo por Giardia esta relacionada a quadro
de diarreia. De forma semelhante, Huetink et al. (2001), ndo correlacionaram a presenca
do parasito com a consisténcia das fezes obtidas no estudo realizado com bezerros.
Entretanto, alguns trabalhos, como o realizado por Xiao et al. (1993) relatam a presenca
de cistos de Giardia spp. em bovinos jovens, com episodios de diarreia acometendo tanto
isoladamente quanto associada a outros enteropatdgeno, assim como Aloisio et al. (2006),
que afirma que a giardiase pode estar associada a presenca de diarreia aguda, causando
assim impacto negativo na ovinocultura, visto que o animal passa apresentar limitagcdo no

seu desenvolvimento e no ganho de peso.
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Figura 4: Exame direto: cistos de Giardia spp. (setas) em amostra fecal de ovino
proveniente de propriedade da Mesorregides Metropolitana de Belém e do Nordeste

Paraense.

Fonte: SOUZA, M. G. M. 2016.

Para Farthing et al. (2009), em animais assintomaticos o parasito ndo apresenta
qualquer efeito prejudicial, mesmo ndo estando claro se a infec¢do assintomatica é
resultado de contaminagdo com espécies ndo patogénicas ou se esta relacionado a
capacidade do hospedeiro em manter o nimero de parasitas abaixo do nimero necessario
para desenvolver sintomatologia. Por isso McGlade et al. (2003) e Geurden et al. (2008)
sugerem que a coleta das fezes para deteccdo de Giardia spp., deve ser feita de forma
sequencial, de preferéncia por trés dias consecutivos, devido a excre¢do intermitente de
cistos do parasita. O presente estudo ndo seguiu tal critério, o que pode ter levado a
obtencéo de resultados falsos negativos na observagdo microscopica.

Durante as coletas das amostras de estudo, foi observado em algumas
propriedades que as instalacbes onde os animais eram mantidos ndo apresentavam

condicGes adequadas de higiene e a 4gua fornecida para eles (Figura 5) muitas vezes tinha
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origem de alguma fonte natural ou da propria propriedade, o que pode contribuir para a

infeccdo por cistos de Giardia spp.

Figura 5: Fonte de &gua disponivel para os animais de estudo de uma das propriedades

que fizeram parte do estudo

Fonte: SOUZA, M. G. M. 2016.

A ocorréncia de Giardia spp. em caprinos apresentou-se bastante inferior em
relacdo aos ovinos, havendo diferenca significativa em relagdo & espécie parasitada
segundo o teste Qui-quadrado.

A presenca de cistos de Giardia spp. em caprinos raramente € descrita pela
literatura, sendo o primeiro relato feito por Bonfim et al. (2004) na regido serrana do Rio
de Janeiro. No referido estudo 105 amostras fecais foram analisadas pela técnica de
centrifugo-flutuacdo e destas 56 foram oriundas de animais adultos e 46 de animais
jovens, onde foi obtido 14,3% (15) de positividade para cistos de Giardia spp. todos em
animais jovens. Sudré et al. (2012), registraram 22,4% de caprinos com aptidao leiteira
de até um ano de idade positivos para Giardia. Resultado semelhantes aos obtidos por
Radaveli et al. (2014), em caprinos de diferentes idades em Santa Catarina, com 22,6%
de amostras positivas para Giardia spp.. J& na Franca Castro-Hermida et al. (2005),
detectaram uma alta prevaléncia de 38% de Giardia spp. em caprinos com idade de cinco



48

a 12 meses. Os resultados obtidos pelos trabalhos supracitados foram bem superiores ao
verificado em caprinos nesse estudo, com 6% de animais positivos para o
enteroprotozoario.

Na pesquisa de Cryptosporidium spp., oocistos do protozoario estavam presentes
em 8,66 % (13/150), das amostras analisadas, sendo 7% (7/100) em ovinos e 12% (6/50)
em caprinos (Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos por Silva (2009), em
estudo experimental no Rio Grande do Norte que utilizando a técnica de Ziehl-Neelsen
modificado, detectaram 7,4% de ovinos positivos para oocistos de Cryptosporidium spp.,
assim como Tembue (2007), no municipio de Ibimirim, Pernambuco, que identificou
oocistos do coccideo em 3,7% das amostras de fezes provenientes de animais com idade
de trés meses a quatro anos, utilizando a mesma técnica, sendo que as amostras positivas
eram provenientes de animais jovens.

No entanto, valores superiores foram obtidos por Castro-Hermida et al. (2007) na
Espanha, que registraram prevaléncia de 31%, Cosendey et al. (2008) no Estado do Rio
de Janeiro com 41% de animais positivos e Romero-Salas et al. (2016), em estudo no
México, observaram 67,5% (54/80) de ovinos com oocistos de Cryptosporidium spp. na

faixa de até trés meses de idade.

Tabela 4: Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de ovinos e caprinos
provenientes de propriedades das Mesorregides Metropolitana de Belém e do Nordeste
Paraense, 2016

ESPECIE (%) N
Ovina 7 7/100
Caprina 12 6/50

Teste Qui-quadrado= 1,0528; p> 0,3049

A baixa prevaléncia do coccideo pode estar relacionada a baixa contaminacéo do
ambiente por oocistos, que pode ter relagdo com o sistema de criacdo, apesar dos 0ocistos
permanecerem no 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, segundo Fayer (1998).

Animais infectados por Cryptosporidium spp. podem desenvolver sintomatologia
clinica sugestiva, como apatia, desidratacdo, dores abdominais e diarreia assim como

podem ser assintomaticos a infeccdo. Radostits et al. (2000) ressalta que a esse quadro
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clinico desenvolvido pode ser influenciado por fatores como idade, imunocompeténcia
individual e presenca de outro patdgeno e infecgbes por este protozoario pode
comprometer a produtividade do animal, com retardo do seu crescimento devido & perda
na capacidade de absorcdo de nutrientes, chegando até ao ébito. Além do mais estes
individuos podem servir de fonte de contaminacdo para o ambiente e fontes de agua,
podendo até ocorrer a infec¢cdo em humanos, o que mostra a importancia de se manter o
controle do parasita.

No que se refere a ocorréncia de Cryptosporidium spp. (Figura 6) na espécie
caprina, no presente estudo foi obtido um percentual de 12% (6/50) de amostras positivas
para o coccideo. Resultados similares foram obtidos por Brito et al. (2014) em um estudo
conduzido em Quixada, no Ceara, com animais entre trés e 360 dias. Os autores
verificaram uma ocorréncia de 7,5% de animais positivos, similar aos resultados de
Geurden et al. (2008), em estudo na Bélgica com prevaléncia de 9,5%, em caprinos jovens
e Coelho (2011) em Jaboticabal, SP com 11,45%.

No entanto, Castro-Hermida et al. (2004), obtiveram resultado inferior, com
positividade de 2,4% em animais de cinco a 12 meses. Os autores ainda quantificaram os
oocistos eliminados por grama de fezes dos animais estudados e 0s nimeros encontrados
variaram de 77 a 223 oocistos/g de fezes. No presente estudo, em uma das amostras
positivas para Cryptosporidium spp., foi observada uma frequéncia elevada de oocistos
por campo, indicando que o animal estava fortemente parasitado, aumentando assim a
probabilidade de infeccdo de outros animais pertencentes ao rebanho.

Resultado superior ao no presente estudo, foi obtido por Radaveli et al. (2014),
que detectaram uma frequéncia de 40,5% de amostras positivas para Cryptosporidium

spp. em um grupo de 217 caprinos.

Figura 6: Técnica de Ziehl-Neelsen modificado. Oocistos de Cryptosporidium spp.
(setas) em amostra fecal de caprino oriundo de propriedade da das Mesorregifes

Metropolitana de Belém e do Nordeste Paraense.
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Fonte: SOUZA, M. G. M. 2016.

Quanto a presenca tanto de Giardia spp. quanto de Cryptosporidium spp., na
mesma amostra analisada, foi observada a ocorréncia de 3% (3/100) em amostras de
ovinos e 4% (2/50) nas de caprinos, ndo havendo diferenga significativa no grau de
parasitismo pelos dois protozoarios nas duas espécies,

O parasitismo gastrointestinal em pequenos ruminantes € comum e prevalente,
tanto por helmintos quanto por protozoarios, como foi observado por Radaveli et al.
(2014), que estudando a ocorréncia de parasitoses em caprinos, de Santa Catarina,
detectaram diferentes tipos de infeccfes, sejam mistas ou ndo, assim como os resultados
obtidos por Brito et al. (2009), no Maranh&o. Os autores observaram que 69,79% das
amostras de ovinos e caprinos, foram positivas para 0s protozoarios.

O parasitismo por Giardia spp. e Cryptosporidium spp. simultaneamente, foi
descrito também em outras espécies de animais, como Oliveira et al. (2008), em gato-
maracaja, no Rio Grande do Sul, que observaram um elevado parasitismo por cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp., assim como outros parasitas. O animal
ainda ndo apresentava sinais clinicos que pudessem caracterizar as parasitoses, como
diarréia, confirmando mais uma vez que nem sempre os animais infectados com o0s
protozoarios, podem ser sintomaticos. Também no Rio Grande do Sul, Silva et al. (2007)
relataram infeccdo pelos dois protozoarios, em nutria, mostrando que a infeccéo pelos
coccideos pode ocorrer individualmente mas também em associacdo. Ainda Santos
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(2011) detectaram em trés de 17 espécies diferentes de mamiferos silvestres em S&o Paulo

a ocorréncia tanto de Giardia spp. como de Cryptosporidium spp.

6 CONCLUSAO
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Mediante os resultados obtidos no estudo das infec¢des naturais por parasitos do
género, Giardia e Cryptosporidium em ovinos e caprinos de propriedades localizadas nas
Mesorregides Metropolitana de Belém e do Nordeste paraense, pode-se concluir que:

e A ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em ovinos e caprinos € baixa;

e A infeccdo por Giardia spp. em ovinos mostrou-se elevada em relacdo a

ocorréncia em caprinos;

e A infeccdo por Cryptosporidium spp. na espécie ovina ndo apresentou diferenga

significativa em relacdo ao parasitismo na espécie caprina.
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