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RESUMO

A freqiiéncia de oocistos de Cryptosporidium spp.
foi investigada em 10 rebanhos ovinos no estado do
Rio de Janeiro em 2007. Amostras fecais de 130
ovinos foram coletadas para identificar oocistos de
Cryptosporidium spp. pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada. Verificou-se que 41% dos animais
estavam infectados pelo protozoario, ndo sendo
observadas diferencas significativas (P=0,1728,
P=0,7082 e P=0,2850 e P=0,4997) com relagdo a
sexo, dades dentro do sexo e classes zootécnicas,
respectivamente. Distintos tamanhos e formas dos
oocistos revelaram a existéncia de espécies
diferentes de Cryptosporidium spp. parasitando
estes ovinos, de modo que o adensamento dos
animais observados nas criagdes intensivas foi
determinante fator de risco nainfecgéo.

Palavras-chave: protozoario, ovelha, Ziehl-
Neelsen modificada

INTRODUCAO
Os protozoarios do género
Cryptosporidium S=0) parasitos

oportunistas, de localizagdo intracelular
obrigatéria, que completam seu ciclo
biol6gico na superficie de células epiteliais
dos tratos respiratério e gastrintestinal em
animais domésticos e silvestres e no
homem. O primeiro relato de infeccéo por
parasita do género Cryptosporidium foi
feito por Ernest Edward Tyzzer, em 1907,
gue descreveu o parasitismo em glandulas

SUMMARY

The frequency of Cryptosporidium spp. oocists was
evaluated in 10 sheep herds in the Rio de Janeiro
state in 2007. Faecal samples from 130 sheep were
collected for the identification of Cryptosporidium
spp. oocists by using the Ziehl-Neelsen modified
technique. Statistical analysis showed that 41% of
the animals were infected with this protozoa and no
significant differences (P = 0,1728, P = 0.7082 and
P=0.2850 and P=0.4997) were observed for sex,
age between gender sex and anima class,
respectively. Different sizes and shapes of
Cryptosporidium oocists indicated the probable
existence of different species of Cryptosporidiumin
these animals, and the big number of the animalsin
the intensive creation is the determinant risk factor
for the infection.
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gastricas de camundongos, denominando-o
Cryptosporidium muris. Em ovinos, a
inffeccdo  por  Cryptosporidium  foi
primeiramente descrita na Austrdlia em
animais de uma a trés semanas de idade,
que apresentavam diarréia (BARKER &
CARBONELL, 1974). Seu papel como um
agente etiologico primario foi confirmado
em experimentos realizados no inicio da
década de 1980 (ANGUS et al., 1982
SNODGRASS et d., 1984). Desde entéo, o
parasita tem representado importante papel
na Sindrome da Diarréia Neonatal em
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espécies domésticas e, auadmente, é
associada a altos niveis de morbidade.

No Brasil, este parasita foi demonstrado
em trabalhos realizados com bezerros na
microrregido de Campos dos Goytacazes
no estado do Rio de Janeiro (EDERLI,
2002; ALMEIDA, 2006). O Norte
Fluminense destacase como pdlo de
criacdo de ovinos no estado do Rio de
Janeiro, no entanto, ndo existem estudos
sobre coccidio do género Cryptosporidium.
Demonstrar a presenca deste parasito em
fezes de ovinos € importante, pois a
infeccdo de vérias espécies animais e do
homem constitui um problema para a
salide publica. Neste trabalho verificouse
a ocorréncia de coccidios do género
Cryptosporidium em diferentes categorias
zootécnicas e de ovinos criados nos
municipios de Carapebus, Sd0 Jodo da
Barra e S8 Francisco do Itabapoana, no
estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro a dezembro de 2007,
foram realizadas coletas de fezes em 10
rebanhos ovinos, diretamente da ampola
retal de 130 animais de ambos 0S sexos e
idades variadas, em fazendas nos
municipios de Carapebus, Sao Jodo da
Barra e Sdo Francisco do Itabapoana.

As amostras foram acondicionadas em
Sacos plasticos individualmente
identificados e processadas no Hospital
Veterindrio da UENF (HV-UENF), no
Laboratério de Sanidade Animal (LSA) do
Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA).

A técnica de Ziehl-Neelsen (RITCHIE,
2002), modificada por Allen e Ridley
(1970), foi utilizada para deteccdo de
oocistos do género Cryptosporidium. Trés
gramas de fezes de cada amostra coletada
foram inseridos em tubos plasticos conicos
de 15 mL, ao qual se adicionou formol a
10% até completar um volume de 10 mL.
Depois de fixadas as amostras foram
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filtradas em camada dupla de gaze e cerca
de 7 a 8 mL de cada solugcdo foram
transferidos para novos tubos conicos de
15 mL, aos quais foram adicionados 4 mL
de éer etilicob e submetidas a
homogeneizacéo em agitador e
centrifugacdo a 500 g, por 10 minutos.
Ap0Os esta etapa, foram visualizadas quatro
diferentes fases, o0 sobrenadante foi
descartado e os esfregagcos em laminas
histolégicas foram feitos com os
sedimentos e o0 auxilio da ponta romba de
paitos de madeira, executando-se
movimentos circulares. As laminas foram
secas em temperatura ambiente por
aproximadamente duas horas, fixadas com
metanol absoluto por cinco minutos e secas
inclinadas, por 15 minutos em temperatura
ambiente. Em seguida foram coradas com
solucdo de fucsina, por cinco minutos, logo
apos lavadas com &cool etilico a 50%,
agua corrente, submersas em alcool acido a
3% por algumas vezes € posteriormente,
lavadas em agua corrente. Adicionouse as
[&minas uma solugdo de azul de metileno
por trés minutos, efetuando-se nova
lavagem em agua, e finalmente as |aminas
foram secas a temperatura ambiente.

A montagem das laminas foi feita
aplicando-se, aproximadamente, duas gotas
de bdsamo-do-Canada e laminula sobre os
esfregagos corados.

Os oocistos presentes nos esfregacos
corados foram observados, identificados e
mensurados  utilizando-se  microscépio
optico Zeiss - Axiostar Plus, com camera
digital Canon - PowerShot A640, para
captura de imagens, e Software Zeiss
AxionVision Sample Images, para andlise
de imagens em objetiva de 100X.

As medidas foram expressas em
micrometros.

As medidas médias de diametro maior
(DM), diametro menor (dm) e indice
morfométrico (IM) dos oocistos foram
submetidas a andise descritiva e as
associagbes entre as  fregUéncias de
oocistos nas fezes e sistemas de criagéo,
categorias zootécnicas, sexo e idade dos
animais foram andlisadas pelo teste de
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Fisher (Fisher Exact Test) e aproximagdo
de Katz para intervalo de confianca de
95% utilizando-se 0 software GraphPad
Instat®, versao 3.05 for Windows®.

RESULTADOS

Foram observados 53 (41%) animais
positivos para oocisto de Cryptosporidium
spp. nas fezes, ndo se verificando relagdo
do parasitismo com 0 sexo dos ovinos
examinados (Tabela 1).

A faixa etéria dos animais dentro do sexo
também ndo representou risco na infeccdo
por Cryptosporidium spp. Nnos ovinos
pesquisados (Tabela 2).

Ndo foram observadas diferencas
significativas (P=0,4997) para a presenca
de Cryptosporidium spp. nas fezes de
ovinos Santa Inés, em diversas categorias
zootécnicas (Tabela 3).

DISCUSSAO

A freqiéncia de  oocistos  de
Cryptosporidium spp. em fezes de ovinos
criados no norte do Estado do Rio de
Janeiro (41%) pode ser considerada ata
em comparagdo as observadas em outros
paises como: Espanha, 15% (MATOS-
FERNANDES et a., 1994), Canad4, 24%
(OLSON, 1997); e Polénia, 10%
(MAJEWSKA, 2000) — porém bem menor
gque os 77% verificados nos Estados
Unidos por Santin et al. (2007).

Se for comparada a técnica adotada nesta
pesquisa e nas demais pesquisas citadas a
utilizada por Santin et al. (2007), que
utilizaram a PCR no diagnodstico, técnica
mais  sensivel gque  Ziehl-Neelsen
modificada, a freqiéncia para esta
parasitose em ovinos do estado do Rio de
Janeiro pode ser ainda maior. Deve-se, no
entanto, considerar que a técnica de PCR,
apesar de sua dta sensibilidade, haja vista
a deteccdo de até um oocisto em amostras
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fecais (PEREZ-CORDOM et a., 2005),
ainda € muito cara, devendo ser utilizada
para identificacdo de espécies com intuito
de se determinar a fonte de infecgédo
(MORGAN et al., 2000), optando-se pelo
Ziehl-Neelsen modificado em trabalhos
epidemiol 6gicos.

Santin et a. (2007) ressaltaram que a
prevaléncia de Cryptosporidium pode ser
subestimada nas técnicas de microscopia e
molecular, que permitem a coleta de uma
Unica amostra de fezes por animal. Desta
forma, coletas durante periodos diferentes
e com repeticdes podem avaliar melhor a
presenca de Cryptosporidium nas fezes de
ovinos em diferentes fases de criacéo.

No Brasil, na microrregido de Campos dos
Goytacazes, Ederli (2002) demonstrou que
96% das 27 propriedades analisadas foram
positivas para o parasita em estudo, sendo
que, das 211 amostras coletadas de
bezerros, 43,6% foram positivas. Nesta
mesma regido, Almeida (2006) verificou
gue, de 100 amostras coletadas, 61% foram
positivas pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada e pela técnica de PCR,
Cryptosporidium parvum foi diagnosticado
em 84,61% das propriedades e em 45%
dos bezerros examinados.

A idade, neste estudo, ndo interferiu na
probabilidade dainfeccéo pelo protozoério,
o que reforca os achados de Alonso-Fresan
et a. (2005), que ndo observaram
corrdlacdo  entre a prevaéncia do
protozoério e aidade dos ovinos. No Chile,
Vaenzuela et al. (1991) e Gorman et al.
(1990) detectaram prevaléncias de 3,5 e
7,9%, respectivamente, em ovinos, sem
diferenca edtatistica entre as categorias,
resultados semelhantes aos obtidos nesta
pesquisa. Contudo, Mg ewska et a. (2000)
verificaram, em amostras fecais utilizando
atécnica de Ziehl-Neelsen modificada, que
0S 0vinos jovens apresentavamse mais
parasitados que os adultos. Ryan et al.
(2005), na Austrdlia, analisando 500
amostras de fezes de ovinos por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
também observaram maior prevaéncia
(26,2%) nos jovens.
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Tabelal. FregUéncia de machos e fémeas de ovinos Santa Inés parasitados com oocistos de Cryptosporidium spp., detectados pela técnica de
Ziehl-Neelsen modificada, procedentes dos municipios de Carapebus, Sdo Jodo da Barra e S&o Francisco do Itabapoana, no estado do

Rio de Janeiro
Variaves Postiva Ng];tr?\?las Total X2 Vador de P Risco rdtivo (Rr) Intervalo de confianca (95%)°
Machos 12(31%) 27(69%) 39(30%) - - -
Fémea 41(45%) 50(55%) 91(70%) - 0,1728 0,6829 de 0,4049 a 1,152
Total 53(41%) 77(59%) 130(100%)
%Para o teste de Fisher.

PCom aproximacdo de K atz.

Tabela2. Risco relativo da presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de ovinos da raca Santa Inés parasitados com oocistos de
Cryptosporidium spp. detectados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada, procedentes dos municipios de Carapebus, Sdo Jodo da
Barrae Séo Francisco do Itabapoana, no estado do Rio de Janeiro

Variaveis Animais S0 Vaorde Riscoreativo Intervalo deconfianga
Positiva  Negativa  Tota P (Rr) (95%)"

Reprodutor 4(10%) 7(18%) 11(28%) a

Borrego 81%)  20(51%) 28(72%) Machos 07086 1,273 de 0,4791 23,381

Total 12(31%) 27(69%)  39(100%)

Periparto (gestante e amamentando) 10(11%) 17(19%)  27(30%) N a

Solteira (secas e borregas) 31(34%) 33(36%)  64(70%) Femess  0,0285 06731 de 0,4856 a 0,933

Total 41(45%) 50(55%)  91(100%)

%Para o teste de Fisher
PCom aproximacao de K atz.
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Tabela 3. Numero de ovinos Santa Inés parasitados com oocistos de Cryptosporidium spp., detectados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada,
procedentes dos municipios de Carapebus, Sdo Jodo da Barra e S&o Francisco do Itabapoana, no estado do Rio de Janeiro

Machos Fémeas
Propriedades Reprodutor Borrego Gestante Amamentando Secas Borregas Total (+/-)
(+-) (+-) (+-) (+/-) (+-) (+-)

A 1/0 2/1 - - - 4/2 713
B 0/1 3/0 1/0 - 2/1 vl 7/3
C 1/0 0/3 - - 4/1 0/1 5/5
D 01 0/6 - 01 or7 3/2 3/17
E 1/0 0/1 vl - 2/4 - 4/6
F 0/1 - - - 7/1 1/0 8/2
G 1/0 0/2 - 1/0 0/3 0/3 2/8
H 0/1 0/3 0/1 1/6 16 1/0 3/17
I 0/2 3/3 2/3 - 1/0 1/0 7/8
J 0/1 0/1 - 4/5 3/1 - 7/8
Total 4/7 8/20 4/5 6/12 20/24 11/9 53/77

Teste ¢? (P=0,4997) para avaliacdo nas colunas e interval o de confianca de 95%.
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Mais recentemente, Santin et a. (2007), em
Maryland, obtiveram por PCR maior
prevaléncia de Cryptosporidium spp. em
amostras de fezes de cordeiros (77,4%) do
gue em ovelhas do primeiro ao terceiro dia
pos-parto (25%).

Foi observada diferenca extremamente
significativa quanto ao sistema de criagéo,
onde o0s ovinos mantidos em regime
intensivo apresentaram maiores riscos de
infeccdo por Cryptosporidium spp. Em razéo
da inadequada higiene das instalacOes,
frequentemente, o ambiente tornava-se sujo
e Umido, o que favorecia a presenca do

DIAMETRO MENOR
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protozoario, aumentando assim 0 nimero de
animais  infectadosCom  relacdo a
morfometria, a forma principal dos oocistos
foi observada pela comparagdo do DM, dm e
IM, por intermédio da técnica de Ziehl-
Neelsen modificada obtendo-s respectivas
médias de 4,48+0,82 (6,88-3,02), 3,84+0,71
(6,41-280) e 1,18+0,12 (1,60), com
(P<0,0001) observado por regressdo linear
da razé do maior didmetro sobre o menor
(Figural).

As fregiéncias com relacdo as criacOes
intensivas e semi-intensivas foram obtidas
pelo teste Fisher (Tabela 4).

DIAMETRO MAIOR

Figural. Regressdo linear do diédmetro maior sobre o didmetro menor para 177 oocistos de
Cryptosporidium spp., identificados pela técnica de Ziehl-Neelsen modificada
Diferenca estatistica significativa (P<0,0001), em que Y= 0,5153 + 0,7406X,

R?=0,7378 e r=0,8590
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Tabela 4. Frequiéncia em relacéo ao tipo de criagéo de ovinos da raga Santa Inés parasitados com

oocistos de Cryptosporidium spp.,

detectados pela técnica de Ziehl-Neelsen

modificada, procedentes dos municipios de Carapebus, SG0 Jodo da Barra e Sdo
Francisco do Itabapoana, no estado do Rio de Janeiro

Sistema Animais 2 Vdor de Risco rdtivo Intervalo de X
Postiva Negativa  Total P (Rr) confianca (95%)

Intensivo 24(18%) 16(12%) 40(31%) -

Semi-intensivo 29(22%) 61(55%) 90(69%) 0,0038 1,862 de 1,258 a 2,757

Total 53(41%) 77(59%) L[30(100%)

®Para o teste Fisher.
PCom aproximacéo de Katz

A forma elipsoidal dos oocistos de
Cryptosporidium foi a mais observada nos
esfregacos corados pela técnica de Ziehl-
Neelsen, confirmada pelo IM e pelo valor
de “r” obtido por regressao linear (Figura
1). A inclinagdo da reta de regressdo € o
melhor par@metro para se avaliar a forma
dos oocistos (OLIVEIRA et a., 2002).
Segundo esses pesquisadores, a regressao
linear serve também para identificar a
projecdo linear da distribuicdo dos
oocistos e, assim, diferenciar variagoes de
oocistos dentro de uma mesma espécie e
de oocistos pertencentes a espécies
diferentes em um mesmo género. O fato
de, nesta pesquisa, terem sido observados
distintos tamanhos e formas de oocistos e
uma distribuicdo significativa dos mesmos
na reta de regressdo (P< 0,0001) pode ser
indicativo de que os ovinos foram
parasitados por distintas espécies e que
dentro de uma mesma espécie 0s 00cistos
apresentaram tamanhos diferentes, mas
permaneceram com 0 formato
caracteristico da espécie, comprovado
pelainclinacdo dareta (Figural).

Ovinos criados sob sistemas intensivo e
semi-intensivo na regido Norte
Fluminense foram parasitados por
espécies distintas Cryptosporidium spp,
mas ndo houve predisposicdo para O
parasitismo com relacdo a sexo, idades

dentro do sexo e classes zootécnicas.
Porém, os animais mantidos em regime
intensivo apresentaram maior risco de
infeccao.
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