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SUMARIO: Oocistos de protozoarios do género Cryptosporidium, isolados de frangos de corte, foram
inoculados em pintos de 2 dias de idade, para verificagéo do curso da infecgdo, 6rgéos parasitados,
padrao de eliminagao dos oocistos e aspectos morfométricos para posterior identificagio do parasito.
Foram utilizados, para diagnostico, as técnicas da Safranina-Azul de metileno e Ziehl-Neelsen modificada
para esfregagos de fezes e raspados de mucosas, centrifugo-flutuacdo em solugdo de Sheather com
exame em coniraste de fase, além de cortes histolégicos. Pela andlise dos resultados, péde-se concluir
que o parasito isolado & o Cryptosporidium baileyi. sendo gue as técnicas mais eficientes para o
diagnéstico foram a centrifugo-flutuagio em contraste de fase para amostras de fezes e Safranina-Azul

de metileno para raspados de mucosas.
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INTRODUCAQ

Infecgiio por protozodrios do género Cryprasporidivm  [oi
descrita em aves, pela primeira vez, por TYZZER (1929),
sendo que até 1975, 50 foi detectada por SLAVIN (1955) em
perus com diarréia e mais tarde na bursa de Fabricius de
trangos de corte por FLETCHER e alii (1975).

Nos tiltimos 15 anos. foram publicados indmeros relatos da
criptosporidiose  avidria, indicando que a infceciio
respiratdria, intestinal € na bursa de Fabricius é comum cm
aves domésticas, especialmente em  frangos de corte
(GOODWIN, 1989).

A criptosporidiose j4 foi diagnosticada em  Gallilormes,
Anserilormes, Passcriformes ¢ Psitaciformes., na Asia,
Austrilia, Furopa e América do Norte (GOODWIN., 1989,
No Brasil, oocistos e formas tissulares do Cryptosporidium
foram observados em cortes histoldgicos da bursa de
Fabricius por LUVIZOTTO ef alii {1989) e MEIRELES er
alit (199{}),

A infecgio respiratria em aves pode ser causa de doenga
clinica com ou sem aumento de mortalidade (HOERR et alii,
1978, DHILLON er alii. 1981; THAM er alii, 1982
O’DONOGHUE er alii, 1985), sendo alualmente considerada
como parte do complexo respiratério das aves (BLAGBURN
et alif, 1987).

O significado da infecgdio no intestino e/ou bursa de T'abricius
permancce indefinido para a maioria das espécies avidrias,
embora o parasitismo intestinal possa ser responsavel por
doenga clinica com mortalidade em codornas (HOERR er alii,
1986) e perus (SLAVIN, 1955).

Quante 4 taxionomia desse protozodrio em relagiio s aves,
somente 2 espécies, C. baileyi (CURRENT er alii, 1986) ¢
C.omeleagridis (SLAVIN, 1955}, tém sido consideradas.
No Brasil pouco sc sabe sobre a presenga desse protozodrio
em aves, tornando-se necessdrios estudos para determinar
sua ocorréncia e importiincia para a inddstria avicola
nacional.

O presente trabalho teve como objetivos identilicar um
isolado de Cryprosporidium em frangos de corte no Estado
do Rio de Janeiro, avaliar a cliciéncia de algumas técnicas
de diagndstico e o cleito dessas (éenicas sobre morfologia
do parasito.

MATERIAL E METODOS
Isclamento, multiplicagdo e
oocistos

Foram utilizados oocistos de Cryprosporidium sp.. obtidos de
fezes de frangos de corte naturalmente infectados, oriundos
do Municipio de Bom Jardim - RI. As fezes {oram coadas
em gaze com 8§ dobras e submetidas ao método de
concentragdo  por  centrifugo-flutuagdo  em  solugio  de
Shcather (ANDERSON, 1981).

Para concentragdo do parasito, 3 ml do sobrenadante da
solugdo  de  Sheather foram removidos, lavados por
centrifugacdo com dgua destilada, com adigio posterior de
hipoclorito de sédio a 10% por 207 para csterilizagio
(NACIRI er alii, 1989). Apés este procedimento, os oocistos
foram lavados em solugfio salina a 0.9% e inoculados. por
via oral, em 10 pintos de 2 dias de idade.

concentragdo dos
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De 5 a 12 dias apds a inoculagiio (DA, as fezes dessas aves
foram colhidas, coadas em gaze com 8 dobras e armazenadas
em solugdo de bicromato de potissio a 2,5% a 4°C
(CURRENT et alii, 1986), sendoe posteriormentic utilizadas
como fonte de oocistos.

Identificacdo da espécie do génere Cryptosporidium
Aves

Pintos de corte, oriundos de incubatério comercial e alojados
em gaiolas de arame, com fornecimento de ragdo comercial
para poedeiras (sem coccidiostiticos), foram utilizados para
o5 procedimentos experimentais,

Inoculo

O indculo foi preparado a partir da suspensio de oocistos
obtidos através da multiplicacdo em pintos, sendo
submetidos aos mesmos procedimentos de isolamento ¢
concentracdo  descritos  anteriormente. O nlimero de
oocistos no indculo foi determinado através de contagem
dos mesmos presentes em esfregaco feito com 25 pl da
suspensdo e corado pelo método da Safranina-Azul de
metileno - S-AM (BAXBY et alii. 1984), com calibragem
posterior da suspensio de modo a conter aproximadamente
1 x 10° oocistos por 0,5 ml.

Inoculacio

As aves foram inoculadas com auxilio de uma sonda uretral
(Tom cat catheter, Sherwood Medical, USA), com (1,5 ml da
suspensfio  diretamente no  inglivio. Quatro  aves ndo
moculadas serviram como controle,

Periodos pré-patente ¢ patente

Para sua determinaciio, 3 aves foram alojadas sepuradamente
em gaiolas de arame e inoculadas com 0.5 ml da suspensdo,
procedendo-se i colheita didria das fezes. com inicio 2 DAI,
até 48 hs apds a dltima detec¢do dos oocistos.

Deteccao do parasito

Centrifugo-flutuagio em contraste de fase (CF-CF).

As fezes das aves inoculadas foram concentradas como
descrito anteriormente. Com auxilio de uma pipeta Pasteur,
I gota foi retirada do sobrenadante da solucfio de Sheather
e examinada entre ldmina ¢ laminula em microscépio com
contraste de fase (GARCIA et alii, 1983).

Exame dos esfregacos de fezes

Para deteccdo dos oocistos em esfregacos de fezes, 3 ml do
sobrenadante da solucdo de Sheather foram colhidos e
lavados por cenlrifugacdo em dgua destilada, com esfregacos
sendo preparados a partir do sedimento e corados pelas
técnicas da S-AM e Ziehl-Neelsen modificada - ZN-M
(HENRIKSEN & POHLENZ, 1981).

Exame de cortes histolégicos e raspados de mucosas.
Qs fragmentos de tecido foram fixados em formalina
tamponada a 109, processados de acordo com a rotina e
corados com hematoxilina - eosina. Os raspados de mucosa
foram corados com as mesmas técnicas dos esfregagos de
fezes.

Identificacdo dos 6rgios parasitados

Dezesseis aves foram inoculadas aos 2 dias de idade. Nos dias
3,4, 5 7,9, 11, 15 ¢ 21 apds a inoculagio, 2 aves foram
necropsiadas por vez. A determinagfio dos Orgdos parasitados
foi feita através da realizagcdo de cortes histologicos e

MEIRELES et alli.

raspados de mucosa na traquéia, tergos distais do duodeno,

jejuno, ileo, ceco, reto, cloaca e bursa de Fabricius. As aves

controle foram necropsiadas com 6, 12, 18, e 24 dias dc
idade, sendo utilizados para a detecglio do parasito, os
mesmos procedimentos das aves inoculadas, além da colheita
didria das fezes a partir do 2" dia de vida.
Mensuraciio dos oocistos

A mensuragdo dos oocistos foi feita com utilizagdo de uma
ocular micrométrica SK-15 WILD e microscopio DIALUX
20EB, através da andlise do didmetro polar (DP), diametro
equatorial (DE) e indice morfométrico (IM = DP/DE) das
amostras submelidas aos métodos de coloracio e daquelas
examinadas em contraste de fase, com 50 oocistos examinados
para cada método.

Anilise estatistica

Os dados morfométricos dos oocistos foram analisados
através da correlagio linear, anilise dc varidncia,
regressio linear ¢ teste de Tukey.

RESULTADOS

Deteccao do parasito nas fezes

Centrifugo-flutuacio em contraste de fase

Em contraste de fase, os oocistos apareceram como
estruturas brilhantes contra um fundo escuro, esféricas a
ovais, s vezes com alguns pontos escuros em seu interior
(Fig. 1). Os oocistos tiverum DP de 6,0 £ 0,48 pm ¢ DE
de 46 £ 3,4 um, com IM de 1,31 * 0,15.

Técnica de Ziehl-Neelsen modificada

Por esta técnica os oocistos foram observados como
estruturas esféricas ¢ ovais, com coloragdo variando de
rosa a vermelho e com aparéncia granulosa, devido a
coloragio dos esporozoitos, contrastando contra um fundo
verde. Esses cocistos tiveram DP de 5,45 £ 0,41 pm e DE
de 423 £ 0,26 pm, com IM de 1,30 £ 0,12.

Técnica da Safranina-Azul de metileno

Nesta técnica os oocistos caracterizaram-se como estruturas
esféricas a ovais, de cor alaranjada, contra um fundo azul.
Como na técnica de ZN-M, apresentaram aspecto granuloso
provocado pela coloragiio dos esporozoitos (Fig. 2). Os
oocistos apresentaram DP de 5,3 + 0.38 pm ¢ DE de 4,13
+ 0,27 um, com IM de 1,28 + 0,11.

Raspados de mucosas

Nas técnicas de coloragiio utilizadas para os raspados de
mucosds, 08 00cistos apresentaram morfologia e coloragio
semelhantes aquelas presentes nos esfregacos de fezes. (Fig.
3).

Cortes histologicos

Os estagios enddgenos do Cryptosporidium apareceram como
pequenos corpos arredondados, levemente basofilicos, aderidos a
superficie das células epiteliais ou solos na luz dos drgfos, devido
ao processarmnento {Fig. 4).

Identificacdo do Cryplosporidium

Periodos pré-patente e patente

Os oocistos estavam presentes nas fezes 3 DAL Nas aves
infectadas observou-se um pico de eliminagio entre 9 a 11
DAI, com decréscimo progressivo até 30 DAL apds o que,
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Tigura 2 - Qoctstos do Crypresporidisn badevi (= ) e es{regagos de Tezes de
frangos de corle infectados experimentalmente. Safranina-Azul de metileno,
1000X.

Figura | - Oocisos do Crvprosporidivm baileyi (=) nas lezes de frangos de
corte infeetadas cxperimentalmente. Centrifugo-flutuacio em contraste de fase,
400X,
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Figura 4 - Cryprosporidiunt baifevi {— ) cm corte  histolSgico da bursy de
Fubricius de frangos de corte mlectados experimentalmente. H&F. 400X,
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Figura 3 - Qocistos do Criprosporidivm baifevi (> ) em raspados da muensa da
bursa de Fubricius de  frungos de corte  infeetados  experimentalmente.

Ziehl-Neelsen modificada, 200X,
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! Utilizagio du centrifugo-flutuaciio em contraste de fase

Figura 5 - Padrdo de chiminagdo média de oacistos do Cryprospaoridium baifevi
nas fezes de frango de certe inlectados experimentalmente.

Figura & - Regressio lincar dos didgmetros polar e equatoriul de oocistos do
Crprosporidium  bailevi isolados de (rangos de corte, nas réenicas da
Safranina-Azul de metileno (S-AM), Ziehl Neelsen modilicada (ZN-M) e
Centritugo-fluluagio em contraste de lase (CH-CFY
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TASELA 1 - Intensidade dge parasitismo pelo Cryptosporidium balleyi
em raspados de mucoesa feitos em diferentes orgacs, em frangos de
corte infectados experimentalmente. de acordo com a evoiucac da
inteccdo. .

Tra- Duo- Jeju- lleo Ceco Reto Bursa Cloaca

DAl AVE quéia deno ne

1 - - - 8 8 - - 8
3

2 - - - - - - - -

3 - - - - 1+ 2+ 1+ -
4

4 - - - - 1+ 1+ - -

5 - - - - 2+ 1+ 2+ 1+
5

g - - - - 2+ 1+ 2+ 1+

7 - - - - 1+ 1+ 4+ 2+
7

8 - - - 1+ 1+ 2+ 4+ 1+

2 - - - - 2+ 2+ 4+ 3+
9

10 - - - - 2+ 2+ 4+ 3+

11 1+ - - - 2+ 2+ 4+ 3+
11

12 1+ - - 1+ 2+ 2+ 4t 3+

13 - - - - 1+ 1+ 4+ 3+
18

14 - - - - 1+ 1+ 4+ 4+

15 - - - - - - 3+ 3+
21

16 - - - - - - 3+ 3+

*(-} Infec¢éo ausente;

(1+) 1 a 10 occistos per lamina:

(2+) 1 a 5 oocistos por campe em aumento de 200X;

{3+) 8 a 20 occistos per campo em aumento de 200X;

(4+) mais de 20 oocistos por campo em aumento de 200X.

ndo foram mais encontrados nas fezes (Fig. 5). As fezes,
raspados de mucosas ¢ corles histologicos das aves controle
foram negativos para a presenca do Cryprosporidium,
Orgios Parasitados

O Cryptosporidium toi observado na traquéia, {leo, ceco, reto,
bursa de Fabricius ¢ cloaca, com infecgdes variando de
poucos estigios enddgenos presentes a infecedes sceverus
(Tabelas 1 e 2).

Aspectos morfométricos

A andlise estatistica, através de correlacio linear, mostrou que
a correlaciio entre os DP e DE dos oocistos, na CF-CF (r
= 0,08). técnica da 5-AM (r = (0,06) ¢ ZN-M (r = 0,17) néo
foi significativa. Foi observada distor¢do na morfologia dos

MEIRELES et alir.

TABELA 2 - Distribuigao histolégica e intensidade de parasitismo’ pelo
Cryptasporidium baifeyi, em frangos infectados experimentalmente, de
acordo com a evelucio da infeccao.

Tra- Dug- Jeju- fleo  Ceco Reto Bursa Cloaca

DAl AVE quéia denc no

1 - - - - 1+ - i+ -
3

2 - - - - 1+ - 2+ 1+

3 - - - - 1+ 1+ 2+ 1+
4

4 - - - - - - 2+ 2+

5 - - - - - 2+ 4+ 3+
5

6 - - - - 1+ 1+ 4+ 3+

7 - - - 1+ B 2+ 4+ 3+
7

8 - - - 2+ 1+ 2+ 4+ 3+

9 - - - - 1+ 2+ 4+ 1+
9

10 - - - 1+ - 2+ 4+ 2+

1 - - - 1+ i+ 2+ 4+ 4+
11

12 - - - - - 2+ 4+ 3+

13 - - - - 1+ 1+ 4+ 2+
15

14 - - - - - - a4+ a4+

15 3+ - - - - - 3+ 1+
21

18 - - - - - - 3+ 2+

() Intecgdo ausente
{1+) Infeccao rara;

(2+) Infecgio leve;

(3+) InfeccAo mederada
(4+) Infeccio intensa.

oocistos na técnica da S-AM e ZN-M. com conseqilente
alteracfo dos dados morfométricos. Jd na CF-CF, os oocistos,
quando examinados pouco tempo apds @ preparacio da
ldmina, tiveram pouca ou nenhuma  alteragdio na sua
morfologia (Tabela 3). As retas de regressdio linear ilustram
essas modificagdes estruturais entre as diferentes técnicas
{Fig. 6).

DISCUSSAQ

O Cryptosporidium é considerado, atualmente, um agente que
assume importineia crescente dentro da inddstria avicola.
Dados atuais sugerem que a criptosporidiose € uma
enfermidade comum entre as aves domésticas (GOODWIN,
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TABELA 3 - Dados mortemétricos. de oucistos do mprasporidinm baileyi,
isolados de frangos de corte, em diferentes téenicas de diagnésticos.

Valores®

Técnica

Diametro Diametro

Polar{um) Equatortal(pLm)
Centrifugo-Flutuacéo
em contraste de fase 6,00 + 0,48, 4,60 £0,34,
Zighl-Neelsen
modificada 5,45+ 0,415 4,23 10,27,
Safranina-Azul de
metileno 5,29 +0,38;

413 +£0,27;

' Os dados sao referentes 4 medidas de 50 oocistos para cada técnica,
com os valores sendo expressos em X £ S(X)

2 valores com letras diferentes diferem sighificativamente ao nivel de
1% pelo teste de Tukey.

1989), sendo que na maioria das vezes a infecclio passa
despercebida,  provavelmente  pelo  fato  de  que nos
laboratdrios de Ornitopatologia comumente nie sio utilizadas
técnicas de diagndstico apropriadas para esse parasito. Além
disso, ndo estd incluido entre os agentes reconhecidamente
patogénicos para as aves.

Neste experimento, todas as técnicas utilizadas para o
diagndstico foram eficientes. A utilizagdo da CF-CF mostrou
ser o método mais rdpido e eficiente para a deteeciio de
oocistas nas fezes, concordando com os achados de WILSON
& ACRES (1982). Ja GARCIA er alii {1983) citam que
métodos de coloracio permanente sio os mais efetivos.
As duas técnicas de coloracio mostraram ser eficientes em
esfregagos de fezes, conforme demonstrado por HENRIKSEN
& POHLENZ (1981). A utilizagio dessas técnicas em
raspados de mucosa mostrou que as mesmas sio um meio
rapido ¢ simples de diagndstice. A técnica de ZN-M jd havia
sido utilizada por HENRIKSEN & POHLENZ (1981), nio
havendo relatos da aplicagio da técnica da S-AM em raspados
de mucosas,

Segundo BAXBY er alii (1984), u téenica da S-AM é mais
simples e rdpida que a de ZN-M, que apesar de um bom
contraste, € longa ¢ apresenta uma etapa critica de
descoloraciio. Essas mesmas desvantagens da téenica de
ZN-M também [oram observadas no presente trabalho.
Alleragdes na morfologia dos oocistos, provocadas pelos
métodos de coloracdo, foram analisadas por BOMEIM (1989)
em oocistos provenientes de suinos, havendo concordincia
com os resultades do presente experimento, onde se verificou
uma maior alteragfio ocasionada pelos 2 métodos de coloracio
€ pouca, ou nenhuma, pela CF-CF. Essas alteragdes devem
ser consideradas durante a classificacdo do Cryprosperidium
com base em dados morfométricos de oocistes submetidos
a métodos de coloragio,

Na maioria das aves houve caincidéncia cntre os resultados
dos cortes histoldgicos ¢ dos raspados de mucosas. Algumas
diferengas observadas podem ser devido 2 colheita de
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fragmentos em locais ndo parasitados {GARCIA ef afii,
1983), ou mesmo raspados de mucosa feitos em sitios néo
colonizados pelo parasito,

A localizaciio do Cryprosporidium. no presente trabalho,
apresenta algumas diferencas cm retagio a outros relatos, Na
matoria dos casos de infecgdes nulurais, o parasito foi
encontrado principalmente na traquéia, bursa de Fabricius,
cloaca, em menor grau no ceco ¢ reto e raramente no intesting
delgado (GOODWIN, 1989).

Infecgdes experimentais com oocistos isolados de frangos de
corte, por via oral, geralmente resultaram em infeccdo na
bursa de Fabricius, cloaca ¢ também em menor grau noe ceco,
reto ¢ traquéia (GOODWIN, 1989).

A maior concentragio do parasito. neste experimento, foi
observada na bursa de Fabricius e cloaca, dado que estd de
acordo com a distribuigao tecidual observada por CURRENT
et alii (1986} para o . bailevi.

O C. meleagridis parasila somente o ter¢o distal do intestino
delgado de perus (SLAVIN, 1955) e embora o mesmo possa
infectar frangos (LINDSAY e afii, 1989), nio existem
estudos sobre a distribuicdo tecidual nessa espéeic.

O periodo pré-patente e o pico de eliminagio dos oocistos
nas fezes foram semelhanies aos encontradoes por CURRENT
el alii (1986) e LINDSAY ef alii (1988) para o C. bailevi,
0 mesmo niao ocorrendo com o periodo patente, que toi mais
prolongado.

(s dados morfométricos dos oocistos analisados em CF-CF
aproximaram-s¢ mais dos descritos para ovcistos de C. bailevi
por CURRENT er atii (1986) e LINDSAY er afii (19893, do
que daqueles descritos para oocistos do C. meleagridis por
LINDSAY er afii (1989) que sdo menorces ¢ mais esféricos,

SUMMARY

Cryptosporidinm oocysts of a broiler isolate were wsed o
inoculate two day-old chickens to determine the course of
the infection. tissue specificity. pattern of shedding and
morphometric data of occysts, for posterior idenlification of
the parasite. Four techniques were used as modified
Zichl-Neelsen and Safranin-Mecthilene blue techniques for
taecal smears and mucosal scrappings. Furthermore
concentrated preparations from faecal flotation in Sheather
sugar solution were observed in phase contrast microscopy.
besides cxamination of histologic scctions. Analysis of
studied characteristics showed that the isolated parasite was
C. bailevi. The best visualization of the parasite oocysts wus
provided by mucosal SCrapings stained  with
Safranin-Mcthilene  blue  technique and faccal-flotation
preparations observed in phase contrast microscopy.

KEY WORDS: Crypiosporidium, diagnostic, identification,
broiler.
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