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The aim of the study was to detect Cryptosporidium oocysts in calves’ feces throughout North of Rio de Janeiro
State, Brazil, as well as to examine the risk factors involved in the animal’s infection. One hundred young calves on
13 dairy farms were analyzed for oocyst excretion. The samples were submitted to Ritchie and Ziehl-Neelsen
modified tests, and the observation of the oocysts was made by using the optical microscope. The results obtained
showed that Cryptosporidium was detected in 61% of the animals. Statistical analysis of the risk factors revealed
that only three of them demonstrated a significant influence for infection: Animals bred under technical systems
such as the use of milking equipment, milking cooler and farms that have water trough were more likely to be

infected with the protozoan.
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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi detectar oocistos do género Cryp-
tosporidium em fezes de bezerros bovinos assim como analisar
os provaveis fatores de riscos envolvidos na infecgdo por esse
protozoario. Foram coletadas 100 amostras de fezes de bezer-
ros bovinos. O material foi submetido as técnicas de Ritchie e
de Ziehl-Neelsen modificadas e as laminas foram observadas
ao microscopio dtico para a verificacao da presenca dos parasi-
tos. Os resultados demonstraram 61% de positividade nos ani-
mais examinados, e a analise estatistica dos fatores de risco
revelou que animais criados em propriedades tecnificadas que
utilizam ordenha mecanizada e resfriamento de leite e bezerros
criados em locais que possuam bebedouro também apresenta-
ram risco relativo de infec¢d@o pelo parasito.
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INTRODUCAO

Parasitas do género Cryptosporidium séo protozoarios que
possuem grande capacidade de reproducdo e disseminagdo
(GRAAF et al., 1999). A transmissdo pode ocorrer diretamente
entre animais, entre humanos, de animais para humanos, ou indi-
retamente através da ingestao de 4gua ou alimentos contamina-
dos com oocistos vidveis, que sao eliminados pelas fezes (FAYER
etal., 2000). Alguns animais podem eliminar milhdes de oocistos
esporulados em um grama de fezes, contaminando o ambiente
(DUBEY; FAYER, 1982). Bovinos de corte ¢ leiteiros, em par-
ticular bezerros sdo considerados importantes reservatorios de
oocistos, devido ao grande nimero de animais, distribuicao, in-
cidéncia de infeccdo e ao elevado numero de oocistos por eles
excretados (KUCZYNSKA; SHELTON, 1999).

A criptosporidiose em humanos ¢ capaz de causar diarréia
persistente, febre, dor abdominal, com possivel envolvimen-
to da traquéia e bronquios, sendo um problema severo nos
paises em desenvolvimento (RIBEIRO et al., 2004) e tendo
prognostico desfavoravel (BRAZ et al., 1996). Os sinais cli-
nicos mais severos tém sido associados a pessoas e animais
comprometidos imunologicamente, incluindo individuos por-
tadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
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ou portadores de outras viroses, mal nutridos, consumidores
de medicamentos imunossupressores ¢ provavelmente féme-
as prenhes (UNGAR et al. citados por Fayer et al., 1998).

Pesquisas apontam para a gravidade do problema no Brasil,
onde o género Cryptosporidium ¢ indicado como um dos trés
principais agentes de diarréia infecciosa que constitui causa de
morbidade e de mortalidade em criancas com faixa etaria de
menos de cinco anos de idade (OSHIRO et al., 2000; GATEI et
al., 2003). A auséncia tratamento disponivel totalmente eficaz
contra a criptosporidiose faz com que medidas profilaticas se
tornem essenciais no combate a doenga (HEIGES et al., 2006).

Esse trabalho teve como objetivo a verificagdo da ocorrén-
cia de Cryptospodidium spp. em bezerros bovinos com idades
entre um e 12 meses, no Norte do estado do Rio de Janeiro,
assim como determinar os possiveis fatores de risco da infec-
¢a0 nestes animais.

MATERIAL E METODOS
Coleta de material

Foram selecionadas por conveniéncia, 13 propriedades de
bovinos de corte ¢ leiteiros do Municipio de Campos dos
Goytacazes localizadas na Regido Norte Fluminense. As pro-
priedades selecionadas foram classificadas de acordo com o
tipo de manejo e produgdo em Familiar ou Pré-empresarial,
de acordo com Astudillo et al. (1990).

Também por conveniéncia, foram coletadas 100 amostras de
fezes, utilizando-se sacos plasticos, diretamente da ampola retal
de bezerros (50 machos e 50 fémeas) de até 12 meses de idade.
As amostras foram identificadas individualmente e encaminha-
das ao Setor de Clinica Médica dos Grandes Animais Domésti-
cos do Laboratorio de Sanidade Animal, do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte
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Fluminense Darcy Ribeiro. Os proprietarios e/ou responsaveis
pelas propriedades foram entrevistados através de questionarios,
com intuito de se avaliar o tipo de produgao e criagdo, manejo,
tamanho da propriedade e a presenga de enfermidades.

Anélise laboratorial

As fezes coletadas foram submetidas a Técnica de Ritchie
(1948) modificada por Allen ¢ Ridley (1970), como a seguir. Um
grama de cada amostra de fezes foi fixado em solucdo de formol
a 10% em 10 vezes o volume, apos passagem em camada dupla
de gaze. Eram recuperados cerca de 7 mL de cada solugdo e
transferidas para tubos conicos individuais de 15 mL, onde eram
adicionados 4mL de éter etilico. Cada solug@o foi homogeneiza-
da em agitador de tubos, os quais foram centrifugados a 500g
por 10 minutos. Apds descarte do sobrenadante, foram feitos
esfregacos em laminas de vidro a partir dos sedimentos restan-
tes. As laminas foram coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen
modificada (HENRIKSEN E POHLENZ, 1981), e observadas
ao microscopio 6tico, em objetiva de 100X sob imersao.

Anélise estatistica

As medidas médias e os indices morfométricos dos
oocistos foram submetidos a analise descritiva ¢ submetidos
ao Teste t de Student. Para verificar a associagdo entre as va-
riaveis e os fatores de risco foram utilizados o teste estatistico
do Qui-quadrado (%) e o Teste de Fisher (Fisher Exact Test),
com correcdo de Yates ¢ intervalo de confianga de 95% utili-
zando-se o programa SAS (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Diagndstico e ocorréncia
Foram identificados oocistos do género Cryptosporidium
nas fezes de 61% dos bezerros bovinos (Figura 1). Os resulta-

Figura 1. Oocistos do género Cryptosporidium observados em fezes de bezerros bovinos.

Em A, bezerro com sintomas clinicos de diarréia, desidratacéo e apatia. Observar infec¢éo

caracterizada por oocistos de diferentes tamanhos. Em B, pequenos oocistos em fezes de
bezerro em bom estado de saude e sem sinais clinicos de criptosporidiose. Em C e D
detalhe da parede dos oocistos. Técnica de Ziehl-Neelsen modificada (—= 5mm).
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Tabela 1. Prevaléncia da presencga de oocistos de Cryptos-
poridium em fezes de bezerros bovinos analisadas pela téc-
nica de Ziehl-Neelsen modificada em animais criados no
municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Propriedade Amostras Total
Positivo Negativo

01 01 06 07
02 01 - 01
03 08 03 11
04 02 05 07
05 03 04 07
06 04 05 09
07 03 03 06
08 06 02 08
09 07 02 09
10 04 03 07
11 06 02 08
12 09 - 09
13 07 04 11

Total 61 39 100

Tabela 2. Medidas em micrédmetros de oocistos de Cryptos-
poridium spp. em fezes de bezerros bovinos corados pela
técnica de Ziehl-Neelsen modificada e observados ao micros-
copio ético.

Parametros Medidas (um)
aferidos Média e desvio padrao Variagao
Diametro maior 2,55+1,94 12,00 a 2,00
Diametro menor 2,06 1,25 7,50 a 1,00
indice morfométrico 1,21 £1,15 1,79 a 1,00

dos do diagnostico de Cryptosporidium spp. em relagdo as
propriedades visitadas e as medidas dos oocistos em
micrometros podem ser observados nas Tabelas 1 e 2 respec-
tivamente.

Segundo Park et al. (2006), as espécies C. parvum e C.
hominis possuem formato esférico e medidas que variam entre
4 e 6 um. Ramirez et al. (2004), citam que parasitos do género
Cryptosporidium apresentam medidas entre 3 e 6 pm de dia-
metro. Em um estudo realizado com C. andersoni, Enemark et
al. (2002) relataram que as medidas dos oocistos dessa espécie
variaram entre 7,3 (6,5-8,0) € 5,7 (5,0-7,0) um. Nesse trabalho
de pesquisa, o didmetro maior encontrado teve como valor
maximo 12,0um e como valor minimo, 2,00um. Os valores
proximos a 3,00 um, aliados ao indice morfométrico proximo
de 1,00 sdo compativeis com a espécie C. parvum, devido ndo
somente ao tamanho, mas também ao formato esférico dos
oocistos dessa espécie. Por outro lado, os valores proximos a
7,00 pum com indices morfométricos distantes de 1,00 indicam
a presenca de outra espécie, ja que estas medidas aliadas ao
formato oval do oocisto sdo incompativeis a espécie C. parvum.
As medidas dos oocistos de Cryptosporidium spp. evidenciam
tamanhos e formatos variados, o que sugere a existéncia de
mais de uma espécie de Cryptosporidium circulante nos bezer-
ros bovinos dessa pesquisa.

Esse estudo revelou que todas as 13 propriedades analisa-
das apresentaram ao menos um bezerro infectado pelo parasi-

to. Da mesma forma, em uma pesquisa desenvolvida na Aus-
tralia, Becher et al. (2004), também verificaram positividade
de 100% das propriedades analisadas para Cryptosporidium
spp. Em Campos dos Goytacazes, um estudo anterior revelou
que em 96% das propriedades, protozoarios desse género fo-
ram observados (EDERLI, 2004). Com relagdo a porcenta-
gem de bezerros infectados (61% nesse trabalho de pesqui-
sa), esse valor esta de acordo com Ferreira e Borges (2002),
que citam a existéncia de 60% de prevaléncia de infecgao por
parasitos desse género em paises Latino-Americanos. Preva-
léncia de 82,54% foi observada por Souza ¢ Lopes (1995), no
Rio de Janeiro, que apesar de mais alta em relagdo aos 61%
observados nesse trabalho, parece estar dentro da realidade
da regido onde se verifica que fatores relacionados as carac-
teristicas gerais das propriedades e as condi¢des de alojamento
dos bezerros podem interferir nos resultados.

Fatores de risco

Em relago ao tamanho das fazendas, constata-se que pro-
priedades com mais de 100 hectares apresentaram maior in-
dice de positividade para o género Cryptosporidium e conse-
qiientemente maior risco de criptosporidiose nos bezerros
(Tabela 3), o que esta de acordo com Causapé et al. (2002),
que relatam que houve maior risco de infecg¢ao por Cryptos-
poridium spp. em fazendas de maior tamanho.

Surpreendentemente, observou-se nessa pesquisa que be-
zerros criados em propriedades com ordenha mecanizada apre-
sentaram maior probabilidade de infecgdo por Cryptopsori-
dium spp. (Tabela 3), corroborando com os resultados de
Munhoz (2004), que trabalhando com diagnostico de Neos-
pora caninum em vacas, obteve maior probabilidade de in-
feccao em animais ordenhados mecanicamente, provavelmente
devido ao maior esgotamento fisiologico e estresse sofridos
pelas vacas ordenhadas por este método, as quais poderiam
estar eliminando maiores quantidades de oocistos por estes
motivos e consequentemente, se tornando fontes de infecgdo
mais importantes do que aquelas ordenhadas manualmente.

A presenga de reservatdrio artificial de dgua disponivel
para os animais (bebedouro) foi um fator de risco significati-
vo para a presenga de Cryptosporidium spp. em fezes de be-
zerros (Tabela 3). Munhoz (2004) encontrou a mesma dife-
renga quando associou a presenca de bebedouro a infecgio
por N. caninum em bovinos. Uma consideragdo importante ¢
que o bebedouro pode estar sendo um reservatorio de oocistos,
que permaneceriam viaveis por um longo periodo. Os reser-
vatorios de agua podem estar recebendo contaminagao fecal
e inclusive nasal com oocistos desse protozoario.

O indice de bezerros positivos para Cryptosporidium spp.
foi significativamente maior em propriedades que possuem
sistema de refrigeragdo de leite em comparacdo aquelas que
ndo possuem tal sistema (Tabela 3), de acordo com os acha-
dos de Feitosa et al. (2004). Esses dados acompanham os re-
sultados apresentados na Tabela 3 do presente trabalho, a qual
evidencia que, quanto mais tecnificadas as propriedades, maior
a probabilidade de infecgdo por esse parasito, refor¢ando a
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Tabela 3. Risco relativo da presenga de Cryptosporidium spp.
em fezes de bezerros bovinos criados no municipio de Cam-
pos dos Goytacazes, RJ.

Variaveis Propriedades

Positiva Negativa Total

¥*>  Valor Risco Intervalo de

deP? relativo confianca
(Rr) (95%)°

Até 100 27 34 61
Hectare 0,4552
>100 29 10 39 - 0,00392 0,6239 a
Hectare 0,8552°
Total 56 44 100
Ordenha 28 28 56
Manual 1,097
Ordenha 33 11 44 - 0,0135% 1,500 a
Mecanica 2,051
Total 61 39 100
Com 43 18 61
Bebedouro 1,049
Sem 18 21 39 4,915°¢ 0,0262 1,527 a
Bebedouro 2,224
Total 61 39 100
Tanque 39 15 54
Refrigerado 1,108
Tangues 21 25 46 6,242°¢ 0,0225° 1,582 a
Comuns 2,259°

Total 60 40 100

@ Para o Teste de Fisher.

® Com aproximacgéo de Katz.

¢ Com corregdo de Yates

hipétese de queda imunologica devido a maior exigéncia dos
animais em sistemas de cria¢do pré-empresariais em relagdo
ao manejo empregado nas criagdes familiares.

Dentre os fatores analisados, alguns ndo exerceram influ-
éncia significativa para a infec¢@o dos animais, como o sexo,
o material utilizado para a constru¢@o dos alojamentos, o tipo
de criagdo (intensivo ou semi-intensivo; familiar ou pré-em-
presarial), condig¢des de higiene e tratamento dos animais.

O sexo (prevaléncia de 56% de machos ¢ 66% de féme-
as), ndo exerceu influéncia sobre o indice de infec¢do por pro-
tozoarios deste género (y*= 0,6726 [correcdo de Yates], p =
0,4122, Rr=0,8485 ¢ CI1 95% [0,6185 > Rr < 1,164]), estan-
do de acordo com Muller (1999), Tarazona et al. (1998) e
Lallo e Bondan (2006), que citam que a infec¢ao por Cryp-
tosporidium ocorre em individuos independentemente do sexo.

Comparando-se a utilizagdo de madeira (prevaléncia de
18%) ou alvenaria (prevaléncia de 43%), para a constru¢éo
dos alojamentos dos animais, ndo foi encontrada diferenga
significativa (y*= 0,9399 [corre¢do de Yates], p = 0,3323, Rr
=0,8126 ¢ CI 95% [0,5653 > Rr < 1,168, com aproximagao
de Katz]), corroborando com os achados de Santin et al.
(2004), que citam que o tipo de construcao utilizada para abri-
gar bezerros ndo exerceu influéncia para a prevaléncia de
Cryptosporidium spp. e de Giardia sp. nesses animais.

Em estudo conduzido nos EUA, Mohammed et al. (1999)
relatam que bezerros criados em sistema extensivo possuiram
cinco vezes menos chances de infecgéo por Cryptosporidium
do que aqueles criados em confinamento. Em contrapartida,
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Castro-Hermida et al. (2002) ndo encontraram efeitos signifi-
cativos para a infec¢éo por C. parvum em animais criados em
regime intensivo e semi-intensivo. Através dos dados dessa
pesquisa ndo se observou diferenca significativa (p = 0,6536
[Teste de Fisher], Rr=0,9029. CI 95%: 0,6509 > Rr < 1,253)
entre os sistemas de criagdes extensivo (prevaléncia 42%) e
semi-intensivo (prevaléncia de 29%), ndo havendo proprie-
dade que utilizasse o sistema intensivo para a criagdo dos ani-
mais no presente estudo. Garcia e Lima (1994), também rela-
tam que ndo houve efeito significativo entre diferentes siste-
mas de criagdo e positividade para Cryptosporidium spp. em
estudo conduzido em Minas Gerais.

Também néo foi observada diferenga significativa (¢c>=2,598
[correcdo de Yates], p=10,1070, Rr=10,7483 e C1 95% [0,5504
>Rr< 1,017, com aproximagao de Katz]) entre a positividade
dos animais criados em sistema de producao familiar (preva-
1éncia 31%) ou pré-empresarial (prevaléncia 30%). Em pes-
quisa realizada no estado de Sao Paulo, Feitosa et al. (2004)
relatam que animais criados em propriedades com melhores
condi¢des de manejo foram mais propicios a infec¢ao por esse
protozoario do que bezerros criados em condi¢des de manejo
precarias. Estes dados podem sugerir que os sistemas classifi-
cados como empresarial e pré-empresarial tenham métodos de
manejo que exigem demais dos animais, que provavelmente
chegam ao limite fisiologico de produgao, o que corrobora com
Wouda et al. (1999). Esse fator pode acarretar estresse metabo-
lico e maior eliminagdo dos oocistos por animais adultos, e
conseqiiente contaminagdo dos bezerros.

Também ndo foram observadas diferengas significativas
(*= 2,664 [correcdo de Yates], p = 0,1026, Rr = 1,367 ¢ CI
95% [0,9586 > Rr < 1,948, com aproximacao de Katz]) entre
criagdes com condicdes de higiene consideradas boas (preva-
Iéncia 41%) e em outras cujas condigdes de higiene foram
consideradas ruins (prevaléncia 20%). Dentre as 13 proprie-
dades visitadas, nenhuma apresentou excelentes condi¢des de
higiene. Da mesma maneira, Maldonado-Camargo et al.
(1998), no México, ndo observaram diferengas significativas
entre a eliminacao de oocistos de Cryptosporidium spp. e as
praticas higiénicas tais como: lavagem, troca das camas e
medidas de desinfeccdo dos alojamentos no momento da tro-
ca de bezerros, assim como Maddox-Hyttel et al. (2006), ndo
encontraram diferengas significativas entre maternidades de
suinos que utilizavam medidas de higiene tais como utiliza-
¢do de jatos de agua de alta pressdo, desinfetantes e secagem
das baias e maternidades que ndo utilizavam tais praticas.
Curiosamente, observa-se, portanto que, provavelmente, a
higiene dos alojamentos ndo tenha exercido influéncia na in-
feccdo de animais por protozoarios do género Cryptospori-
dium nestes trabalhos.

CONCLUSOES

Existe alta prevaléncia de infec¢des por protozoarios do
género Cryptosporidium em bezerros criados no Municipio
de Campos dos Goytacazes, RJ indicando que a criptospori-
diose ocorre de maneira endémica nos rebanhos. Os resulta-
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dos da morfometria dos oocistos indicam a possivel existén-
cia de mais de uma espécie Cryptosporidium circulando entre
os bezerros examinados e bezerros bovinos criados em pro-
priedades tecnificadas que utilizam ordenha mecanica,
resfriamento de leite e reservatorios de dgua apresentaram
maior risco de infecg¢do do que aquelas fazendas cujo sistema
de produgio foi classificado como familiar.
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