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Resumo: A Criptosporidiose é responsavel por uma das causas mais comuns de diarreia neonatal
bovina, podendo causar grandes prejuizos e até mesmo a morte dos animais acometidos.
Objetivou-se, neste trabalho, avaliar a incidéncia de Cryptosporidium spp. e verificar a correlacdo
clinica entre a presenca do protozoario e o quadro clinico de diarreia. Foram coletadas 100
amostras de fezes, de aproximadamente 10g, em bezerros com idade de até 30 dias, através de
estimulacdo da ampola retal. As amostras foram identificadas individualmente e enviadas ao
Laboratdrio de Microscopia e Parasitologia Animal do Centro Universitario de Patos de Minas -
UNIPAM. Elas foram analisadas pelo protocolo de concentracdo por sedimentagdo em formol-
éter, coradas pela técnica de coloracdo de Zielh-Neelsen modificado (ZNM) e classificadas de
acordo com o numero de oocistos contados em 20 campos microscopicos. Os resultados obtidos
revelaram que 61% dos animais apresentavam diarreia. Destes, 41% (25 animais) foram positivos
para Cryptosporidium spp. Conclui-se que ocorreu uma alta incidéncia de Criptosporidiose estando
associada com o quadro clinico de diarreia.
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Abstract: Cryptosporidiosis is responsible for one of the most common causes of neonatal bovine
diarrhea, which can cause great damage and even death of affected animals. The objective of this
study was to evaluate the incidence of Cryptosporidium spp. and verify the clinical correlation
between the presence of the protozoa and the clinical picture of diarrhea. A total of 100 fecal
samples were collected, approximately 10 g, in calves up to 30 days old, through stimulation of the
rectal ampulla. Samples were identified and sent to the Laboratory of Microscopy and Animal
Parasitology of the University Center of Patos de Minas -UNIPAM. The samples were analyzed by
the protocol of concentration by sedimentation in formol-ether, stained by the modified Zielh-
Neelsen staining technique (ZNM) and classified according to the number of oocysts counted in 20
microscopic fields. The results showed that 61% of the animals presented diarrhea. Of these, 41%
(25 animals) were positive for Cryptosporidium spp. It is concluded that a high incidence of
Cryptosporidiosis was associated with the clinical picture of diarrhea.
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1 INTRODUCAO

A atividade leiteira tem um papel marcante na ordem econd6mica e social do
agronegdcio brasileiro, com uma participagao efetiva no PIB da pecuaria (ZOCCAL, 2012).

No Brasil, o leite € um dos seis produtos mais importantes da agropecuaria, sendo
imprescindivel no suprimento de alimentos e responsavel por gerar emprego e renda para a
populacdo (EMBRAPA, 2016).

Segundo a Organizagao das Nag¢des Unidas para Agricultura e Alimentagdo, o Brasil é
o quinto maior produtor mundial de leite, ficando atrds apenas de Estados Unidos, india,
China e Russia (FAO, 2013).

No ranking nacional, Minas Gerais ocupa o primeiro lugar entre os estados que mais
produzem leite, o Estado do Rio Grande do Sul ocupou o segundo lugar no ano de 2014 e o
Estado do Parana se encontrou no terceiro lugar (EMBRAPA, 2016).

Varios fatores interferem na cadeia produtiva de bovinos, como determinadas
doengas que podem estar presentes no inicio da vida dos bezerros e podem interferir no
desenvolvimento e na produtividade desses animais quando alcancarem a idade adulta.
Diarreia em bezerros é uma das causas que representa grande perda econdmica na cadeia
produtiva de bovinos (VARGAS JUNIOR, 2014).

A Criptosporidiose é responsavel por uma das causas mais comuns de diarreia em
bezerros com idade de até 30 dias, representando até 37,2% dos casos (BLANCHARD, 2012).
Em bezerros de até 15 dias de idade pode chegar até 45,8% dos casos (SANTIN; TROUT;
FAYER, 2008), sendo uma das maiores causas da diarreia neonatal bovina (MAWLY et al,,
2015).

Os bovinos podem ser infectados por quatro espécies de Criptosporidium: C. parvum,
C. andersoni, C. bovis e C. ryanae (NUNES, 2015). Em um estudo realizado com 22 mil criangas
na Africa e na Asia, foi revelado que Cryptosporidium parvum era um dos quatro patégenos
responsaveis pelas diarreias mais severas, sendo considerada a seqgunda causa mais grave de
diarreia e morte em criangas, perdendo apenas para o Rotavirus (RYAN; FAYER; XIAO, 2014).

As propriedades epidemioldgicas e clinicas da infeccdo revelam que a maioria dos
casos de Criptosporidiose em bezerros é pela espécie de C. parvum (MEIRELES, 2010), mesmo
tendo um papel controverso, pois pode ser encontrado em animais sadios, porém esse
protozodrio é considerado uma importante causa de diarreia em neonatos infectados
naturalmente. Mas constantemente age como oportunista junto com outros
enteropatdgenos, levando a problema intestinal e diarreia (VARGAS JUNIOR, 2014).

Essa doenca pode causar graves prejuizos econdmicos, com o atraso do crescimento e
do desenvolvimento dos animais acometidos e até mesmo a morte pelo agravamento dos
sinais clinicos (VARGAS JUNIOR, 2015).

Os métodos convencionais para o diagnodstico dessa infecgao incluem as técnicas de
microscopia de imunofluorescéncia, testes imunoenzimaticos (ELISA) usando anticorpos nao
especificos e esfregagos fecais com corantes acidos rapidos, como Ziehl-Neelsen ou fucsina-
carbolica, que exigem tempo e experiéncia do observador, visto que os oocistos sdao
dificilmente visualizados, apresentam dimensdes diminutas e ndo contém esporocistos
(FAYER, 2010).

Este estudo teve como objetivo avaliar a incidéncia de Cryptosporidium spp. em
bezerros de até 30 dias e verificar a correlagdo clinica entre a presenca do protozoario e o
quadro clinico de diarreia.
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2 MATERIAL E METODOS

Para a colheita do material fecal dos 100 animais utilizados, foram selecionadas 18
fazendas comerciais leiteiras, de forma aleatdria, no municipio de Coromandel — MG, de
acordo com o numero de animais no momento da coleta, até 30 dias de vida, com ou sem
diarreia, sendo identificados os animais que apresentavam um quadro clinico de diarreia ou
com histdrico de ocorréncia. Esses animais eram puros e/ou mesticos da raca Holandesa, sem
distin¢do de sexo e criados em diferentes condi¢des de manejo.

Para a colheita das amostras de fezes, utilizaram-se luvas de procedimento, sendo
feita a estimulagdo da ampola retal dos bezerros e coletadas aproximadamente 10g de fezes,
sem causar qualquer tipo de dor ou injuria aos mesmos.

Os procedimentos experimentais foram analisados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Centro Universitario de Patos de Minas, sendo aprovado sob o protocolo
de numero 68/18.

As amostras foram identificadas individualmente com a data de nascimento do
animal, nome da propriedade e dia da coleta. Além disso, as fezes foram classificadas de
acordo com sua consisténcia no momento da coleta.

As amostras foram analisadas pelo protocolo de concentragdo por sedimentagdo em
formol-éter, que consistiu nos sequintes passos:

1- Pesaram-se 2g de fezes, diluindo-as em aproximadamente 10 mL de dgua ou 10 ml
formalina (conservante), conforme figura 1;

2- Filtrou-se a suspensao fecal através de um tamis;

3- Colocaram-se 5-6 mL do filtrado fecal num tubo de 15 mL, conforme figura 2;

4- Acrescentaram-se 5-6 mL de éter;

5- Realizou-se a homogeneizacdo e centrifugagdo por 10 minutos a 3500 rpm;

6- Descartou-se o sobrenadante;

7- Realizou-se o esfregago com o sedimento remanescente.

Apos a secagem das laminas, foi utilizada a Técnica de coloracdo de Zielh-Neelsen
modificado (ZNM), conforme figura 3:

1- Fez-se o esfregaco fecal, deixando-o secar naturalmente;

2- Fixou-se o esfregaco pelo processo de fixagdo com metanol por 2 minutos e depois
retirado o excesso de mesmo;

3- Cobriu-se a lamina com carbol-fucsina (1g de Fucsina basica, gomL de fenol 5%,
10mL de alcool absoluto) por 20 minutos;

4- Realizou-se a lavagem da lamina em 4gua corrente para retirar o corante primario;

5- Realizou-se a diferenciacdao pelo acido sulfurico a 5% por 30 segundos e repetida
quando permaneceram residuos fortes de fucsina;

6- Lavou-se novamente a lamina em agua corrente e cobriu-se a mesma com verde
malaquita o0,5% por 2 minutos;

7- Realizou-se a Ultima lavagem da lamina em agua corrente, retirando-se o excesso
do corante e deixando a lamina secar completamente;

8- Observaram-se, por fim, as [aminas ao microscopio (aumento de 1000X).
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Figura 1: Pesagem das amostras

Figura 2: Filtrado fecal

Fonte: Dados da pesquisa, 2018. Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Figura 3: Coloragao das laminas

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Seguindo os parametros descritos por Castro-Hermida et al. (2002), o nUmero de
oocistos eliminados foram avaliados semi - quantitativamente de acordo com a média do
numero de oocistos contados em 20 campos microscopicos selecionados aleatoriamente e
atribuidos os seguintes escores:

1- Negativas quando nenhum oocisto for detectado ap6s o exame de no minimo 20
campos microscopicos (1000X);

2- Score 01 (1 oocisto por campo);

3- Score 2 (2-5 oocistos por campo);

4- Score 3 (6-10 oocistos por campo).

Visualmente os oocistos observados nas laminas coraram-se do rosa ao vermelho ou
purpuro, sobre fundo verde, conforme a figura 4:
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Figura 4: Oocistos encontrados na visualizagdo das laminas

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

Os resultados da incidéncia do protozoario Cryptosporidium spp. e a correlagdo clinica
entre a presenca do protozodario e o quadro clinico de diarreia foram registrados e analisados
por meio de estudos de estatistica descritiva, revelando a média e frequéncia dos dados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados oocistos do género Cryptosporidium spp. nas fezes de 40 bezerros
(40%), conforme o grafico 1:

Grafico 1: Incidéncia de Cryptosporidium spp.

B Auséncia da doenga ™ Presenca da doenca

Fonte: Dados da pesquisa

A maioria das amostras de fezes coletadas apresentava consisténcia semiliquida a
liquida, de colora¢do amarela ou branco-esverdeada, com alteragdo marcante em seu odor.
Alguns animais apresentavam presenca de sangue nas fezes (hematoquezia) e tenesmo. De
um total de 100 amostras, 61% (61 amostras) apontaram a diarreia como principal sinal clinico
e 39% (39 amostras) ndo apresentavam fezes diarreicas, de acordo com o grafico 2:
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Grafico 2: Presenca do quadro clinico de diarreia

B Amostras com diarreia = Amostras sem diarreia

Fonte: Dados da pesquisa
Dos animais que apresentavam diarreia, 41% (25 animais) tiveram diagndstico
positivo para Cryptosporidium spp. Os outros 59% (36 animais) foram negativos ao exame,

conforme o gréfico 3:

Grafico 3: Relagdo entre Cryptosporidium spp. e diarreia

B Animais com diarreia e com Cryptosporidium spp.

M Animais com diarreia e sem Cryptosporidium spp.

Fonte: Dados da pesquisa

De acordo com o estudo realizado por Niine et al. (2017), 92% dos animais
apresentaram diarreia (132/144) e 84,7% (122/144) apresentaram oocistos de Cryptosporidium
spp. nas fezes, concordando com a alta incidéncia de diarreia e excrec¢do de oocistos.

Em alguns estudos, ndo houve associagao entre infec¢do por C. parvum e diarreia ou
outros sinais clinicos foram encontrados (DE RYCKE et al., 1986; HUETINK et al., 2001). No
entanto, os resultados de um trabalho realizado no Canada mostraram um risco trés vezes
maior para os bezerros que eliminaram oocistos serem diarreicos do que os ndo infectados
(TROTZ-WILLIAMS et al., 2011). Outro exemplo é da india, onde os resultados mostram 1,59
vezes maior risco de um bezerro sofrer de diarreia se infectado (SINGH et al., 2006), ambos
concordando com este trabalho, em que uma elevada quantidade de animais apresentava
diarreia e foram diagnosticados positivos para Cryptosporidium spp.

Segundo Kjellén (2007), em um estudo realizado no Vietnd, onde foram coletadas 120
amostras de fezes, dez amostras (8%) foram positivas para C. parvum. Quarenta e cinco (38%)
foram coletados de bezerros que sofriam de diarreia. Quatro (9%) dos bezerros com diarreia
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foram positivos para C. parvum, neste caso, a prevaléncia pode ser considerada baixa em
comparagdo com o presente trabalho devido ao reduzido nimero de animais nas fazendas
avaliadas.

Em Minas Gerais, Ferreira et al. (2009) revelaram a prevaléncia de 9,2% do agente em
amostras de fezes normais e diarreicas de bezerros entre 5 e 60 dias, utilizando kit ELISA para
o diagndstico, enquanto Batista et al. (2008) utilizaram o mesmo kit e observaram prevaléncia
de 68%, porém todas as amostras processadas foram oriundas de fezes diarreicas de bezerros
com 7 a 14 dias de idade. A alta frequéncia de associacdo do Cryptosporidium spp. com
agentes bacterianos, principalmente Salmonella spp. e E. coli, pode ter ocorrido devido as
condi¢cdes ambientais favoraveis a manutencao de alta carga bacteriana, especialmente o alto
indice pluviométrico do periodo experimental, e a alta densidade de bezerros, concordando
com este trabalho que outros agentes podem estar associados aos casos de diarreia dos
bezerros.

Segundo Barros (2015), em um estudo realizado em diversas exploracoes leiteiras da
ilha Terceira, em Acores, foi demonstrado que 31,2% dos vitelos estudados se encontravam
infectados por Cryptosporidium sp. e 54,9% das exploragdes estudadas possuiam um ou mais
vitelos infectados, concordando com este presente trabalho, em que houve uma elevada
porcentagem de fazendas identificadas como positivas para a doenca.

Nos Acores, ilha de S. Miguel, Martins (2013) identificou a presenca de
Cryptosporidium sp. em 26% das amostras de fezes analisadas, valores inferiores aos deste
trabalho. Também nos Acores, Fonseca e Silva (2000) reportaram uma propor¢ao de
Cryptosporidium parvum de 100% utilizando, no entanto, um teste imunoenzimatico. Outros
estudos realizados em vitelos reportaram incidéncias de 25,4% na zona Noroeste de Portugal
Continental (MENDONCA et al., 2007) e 74,8% também no noroeste de Portugal Continental
em animais até 12 semanas (MARTINS et al., 2007). Em outro estudo realizado por Fonseca
(2000), na zona de Montemor-o-Novo, foi obtida uma prevaléncia de 23,3%.

Foi encontrada uma incidéncia de 75% de propriedades leiteiras positivas neste
estudo. Esse valor vai também ao encontro dos valores obtidos em outros estudos realizados
por todo o mundo. Martins (2013) observou uma prevaléncia de 43% no estudo realizado na
ilha de S. Miguel, Acores (valor inferior ao do presente estudo). De acordo com Carvalho et al.
(2011), num estudo realizado no noroeste de Portugal continental, 100% das exploracdes
possuiam vitelos infectados, no entanto todas as explora¢des possuiam histdrico de diarreia.
No Canadd foi obtida uma prevaléncia de 77% (TROTZ-WILLIAMS et al., 2011). Porém,
diversos fatores devem ser levados em consideragdo em relacdo a essas comparagdes, como a
idade da populagdo em estudo, se a populagdo estd limitada a vitelos diarreicos ou nao
diarreicos, se o estudo inclui uma amostra Unica por animal ou amostras colhidas ao longo do
tempo e/ou a sensibilidade e especificidade do teste de diagnostico utilizado.

4 CONCLUSAO

Conclui-se que ocorreu uma alta incidéncia de Criptosporidium spp., estando associada
com o quadro clinico de diarreia. Estudos posteriores deverao ser conduzidos com o objetivo
de definir um protocolo de tratamento eficiente, em que o risco de infecgao seja mensurado
adequadamente e medidas profilaticas possam ser adotadas a fim de diminuir a excre¢do de
oocistos pelos animais.
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