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R ESUMO

Equinos sdo animais que podem se infectar com diferentes parasitos, incluindo
Cryptosporidium sp. Varias espécies desse género foram caracterizadas determinando diarreia
e colicas abdominais nesses animais, além de apresentarem perfil de transmissibilidade
zoonotico. Para ampliar as informacdes sobre esse protozoario esse estudo teve como objetivo
analisar a frequéncia de Cryptosporidium spp. em fezes de equinos mantidos em propriedades
de Teresdpolis, RJ, e as variaveis que podem favorecer esta infeccdo. Entre agosto de 2019 a
marc¢o de 2020 foram coletadas 314 amostras fecais de equinos, desses 287 eram da raca Puro
Sangue Inglés (PSI) e 27 pbneis, sendo procedentes de cinco propriedades que criavam PSI
denominadas pelas letras de A até E e trés de péneis denominadas de F a H. InformacGes dos
equinos e seu manejo foram recuperadas pelo stud book e por formularios aplicados aos
treinadores. As fezes coletadas foram submetidas a analises macroscépica, a técnicas
parasitologicas microscopicas de Sheather, Lutz e coloracdo com safranina, bem como a
pesquisa de coproantigenos de Cryptosporidium sp. pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Todas as amostras positivas em pelo menos uma destas técnicas foram submetidas a analise
molecular, com a reacdo em cadeia da polimerase associada ao sequenciamento para
caracterizar quando possivel a espécie e 0 gendtipo do protozoario. Ao todo foram detectados
Cryptosporidium sp. em 35 (11,1%) equinos ao se associar 0 ELISA e a coloragdo com
safranina. O protozoario foi mais detectado nos equinos das propriedades D, seguida pela A e
E, sendo evidenciado principalmente nas fezes dos PSI, pois somente um ponei foi positivo. A
partir de um modelo de regressdo logistica multivariada pode-se verificar que a presenca de
caes, pequenos ruminantes nas propriedades e o fornecimento de &gua da nascente foram
associados de forma significativa a infecgdo do equino pelo protozoario (p<0,05). Das 35
amostras positivas, oito amostras de PSI puderam ser caracterizadas para espécie
molecularmente a partir da analise parcial do gen 18S RNAr, sendo identificado
Cryptosporidium felis em uma amostra e Cryptosporidium parvum em sete. Destas, cinco
também foram positivas na técnica parasitolégica microscépica com safranina, na qual, 0s
oocistos visualizados ao microscépio apresentaram a mensuracao no diametro maior variando
entre 4,14 a 4,9 um e no diametro menor 4,03 a 4,63 um. Pode-se verificar que os oocistos de
dois isolados Cry-266 e Cry-285 apresentaram variac¢des significativas (p<0,05) entre as suas
mensuracles pelo teste de Tuckey, que podem ser normais para C. parvum ou até serem
decorrentes do procedimento técnico de coloracdo. Ainda é importante ressaltar, que as sete
amostras devidamente identificadas como C. parvum foram submetidas a reagcdo em cadeia
associada ao sequenciamento para analisar de forma parcial o gen da gp60, a partir da mesma
foi possivel evidenciar que as sequéncias pertenciam a familia genotipica Ila. Familia esta que
geralmente é transmitida dos animais para os seres humanos. Além disso, no equino 266 foi
identificado de forma completa o gen6tipo 11aA15G2R1, que € considerado com o maior perfil
de transmissibilidade zoonotica. Cabe ressaltar que este € o primeiro estudo no estado do Rio
de Janeiro que caracterizou molecularmente Cryptosporidium spp. em fezes de equinos, e 0
primeiro no continente americano que detectou C. felis nas fezes desses animais. Mediante o
exposto neste estudo, torna-se fundamental incentivar as praticas de monitoramento das
parasitoses gastrointestinais nos animais, incluindo o diagnostico de Cryptosporidium spp., ja
gue 0s equinos sdo muito suscetiveis e sensiveis as célicas que podem ser determinadas por
esses agentes, podendo ir a 6bito por conta desta sindrome. Além disso, a liberagéo dos oocistos
desse protozoario no ambiente, ressalta a possibilidade dos equinos estarem atuando como
reservatorios do protozoario em Teresopolis, RJ uma vez que a cidade é muito famosa por
possuir um dos maiores nucleos de criacdo de equinos do Brasil, principalmente de PSI.

Palavras chave: Criptosporidiose; Equinos; Protozoario gastrointestinal; Rio de Janeiro.
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ABSTRACT

Horses are animals that can become infected with different parasites, including the protozoa
Cryptosporidium sp.. Several species of this genus have been characterized determining
diarrhea and abdominal cramps in these animals, in addition to presenting a zoonotic
transmissibility profile. To expand the information on this protozoan, this study aimed to
analyze the frequency of Cryptosporidium spp. in horse feces on properties in Teresopolis, RJ,
and the factors that may favor this infection. In total, 314 horses were collected, 287 horses
were Thoroughbred and 27 ponies, coming from five Thoroughbred properties’ denominated
by the letters A to E and three of ponies named F to H. Information of horses and their handling
were recovered by the stud book and by questionaries to the trainers. The feces collected were
subjected to macroscopic analysis, microscopic parasitological techniques by Sheather, Lutz
and staining with safranin, as well as the search for coproantigens of Cryptosporidium sp. by
the enzyme immunoassay (ELISA). All positive samples in at least one of these techniques
were subjected to molecular analysis, with the polymerase chain reaction associated with
sequencing to characterize the protozoan species and genotype when possible. Altogether
Cryptosporidium sp. in 35 (11.1%) horses when associated with ELISA and staining with
safranin. The protozoan was more detected in horses of properties D, followed by A and E,
being evidenced mainly in the feces of PSI, because only one pony was positive. From a
multivariate logistic regression model, it can be seen that the presence of dogs, small ruminants
in the properties and the source of spring water were associated with protozoan infection of the
horse (p <0.05). Of the 35 positive samples, eight PSI samples could be characterized for
species molecularly from the partial analysis of the 18S RNAr gen, with Cryptosporidium felis
being identified in one sample and Cryptosporidium parvum in seven. Of these, five were also
positive in the microscopic parasitological technique with safranin, in which the oocysts viewed
under the microscope showed the measurement in the largest diameter ranging from 4.14 to 4.9
pum and in the smallest diameter 4.03 to 4.63 um. It can be seen that the oocysts of two isolates
Cry-266 and Cry-285 showed significant variations (p <0.05) between their measurements by
the Tuckey test, which may be normal for C. parvum or even be due to the procedure coloring
technician. It is also important to note that the seven correct ones identified as C. parvum were
subjected to a chain reaction associated with the sequencing to analyze the partial form of the
gp60 gene, from the same possible evidence that the sequences belonged to the genotype lla
family. This family is usually transmitted from animals to humans. In addition, in equine 266
the genotype 11aA15G2R1 was completely identified, which is considered to have the highest
zoonotic transmissibility profile. It is worth mentioning that this is the first study in the state of
Rio de Janeiro that molecularly characterized Cryptosporidium spp. in horse feces, and the first
in the American continent that detected C. felis in the feces of these animals. Based on what is
exposed in this study, it is essential to encourage the monitoring practices of gastrointestinal
parasites in animals, including the diagnosis of Cryptosporidium spp., since horses are very
susceptible and sensitive as colic that can be determined by these agents, and may go to death
due to this syndrome. In addition, the release of the oocysts of this protozoan in the
environment, highlights the possibility that the horses are acting as reservoirs of the protozoan
in Teresopolis, RJ since the city is very famous for having one of the largest nucleus of horse
breeding in Brazil, mainly Thoroughbred.

Keywords: Cryptosporidiosis; Horses; Gastrointestinal protozoan; Rio de Janeiro.
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1. INTRODUCAO

1.1 CRIPTOSPORIDIOSE

1.1.1 Historico e Taxonomia

Em 1907, Ernest Edward Tyzzer descreveu pela primeira vez o protozoario intestinal
Cryptosporidium muris na mucosa gastrica de camundongo em laboratério. Em 1912, o
mesmo autor identificou uma outra espécie, denominada de Cryptosporidium parvum
infectando o intestino delgado também dos camundongos em laboratoério. O autor acreditava
que se tratavam de espécies diferentes, devido ao menor tamanho do oocisto de C. parvum,
quando comparado com o de C. muris e também devido ao diferente habitat destas espécies
descritas (O’DONOGHUE, 1995). No entanto, a importancia da infeccdo de
Cryptosporidium especificamente, C. meleagridis, somente comegou a ser reconhecida em
1950 devido a um surto que ocorreu em perus e por C. parvum causar diarreia em bovino
nos anos de 1970 (BOUZID et al., 2013). Ate 1980, o protozoério ainda nao tinha recebido
a devida importancia em determinar infecgdo em seres humanos. Em 1982, o primeiro caso
de criptosporidiose em paciente com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) foi
relatada e desta forma o protozoario foi por muitos anos associado a doenga de pacientes
aidéticos (BOUZID et al., 2013). Desde entdo, muitos casos de criptosporidiose, tem sido
reportados infectando seres humanos e animais (TOMAZIC et al., 2018; VANATHY et al.,
2017). Varios destes casos sdo relacionados a ingestdo de agua, desta forma
Cryptosporidium spp. vem sendo caracterizado como o agente etioldgico de varios surtos de
transmissdo hidrica em diferentes locais do mundo (BOUZID et al., 2013).

Cryptosporidium sp. incialmente foi classificado como um coccidio, porém por
apresentar caracteristicas que o distingue de outros coccidios como: a possibilidade de
autoinfeccdo endogena, sitio de infeccdo, transmissibilidade cruzada e relativa
especificidade, pelo menos em algumas espécies, foi inserido em uma familia especifica,
Criptosporidiidae (SMITH et al., 2007). Em 2016, mediante informagfes microscopicas,
moleculares, gendmicas e bioquimicas, foi observado similaridades entre Cryptosporidium
e as gregarinas, destacando a identificacdo de formas evolutivas do parasito em ambiente
intracelular e extracelular (RYAN et al., 2016). Gregarinas s&o um grupo muito diversificado
de grandes parasitos apicomplexos unicelulares primitivos, que infectam principalmente os
intestinos e outros espacos extracelulares de invertebrados e vertebrados inferiores,
incluindo artropodes, moluscos e anelideos, que sdo abundantes em fontes de &gua (CLODE
etal., 2015).
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As principais ssimilaridades entre Cryptosporidium e parasitos gregarinas foram
observadas no ciclo biolégico do mesmo, na auséncia de um hospedeiro, ou seja, a
multiplicacdo do protozoario em meios de cultivo acelular in vitro. Nestes sistemas foi
observado as formas de grandes gamontes extracelulares, o processo de sizigia (no qual dois
trofozoitos maduros emparelham-se antes da formagdo de um gametocisto) e a capacidade
de adaptacdo do parasito ao ambiente a partir de mudanca na estrutura celular (RYAN et al.,
2016). Abaixo seguem algumas caracteristicas similares observadas entre Cryptosporidium

sp. e as gregarinas, apontadas de acordo com Ryan et al. (2016).

Quadro 1. Similaridades entre Cryptosporidium sp. e espécies de gregarinas adaptado de
Ryan et al. (2016).

Propriedades Cryptosporidium Gregarinas
Ciclo biolégico Monoxeno Monoxeno
Localizagdo dentro da célula hospedeira Ocorre na borda em escova do enterécito |Ocorre na borda em escova do enterdcito
Localizacéo epicelular Sim Em algumas espécies
Organela alimentar Epimeritro Mucron ou epimerito
Alimentacéo similiar a misocitose Sim Sim
Desenvolvimento extracelular Sim Sim
Capacidade reprodugdo assexuada intra ou Sim sim
extracelular (merogonia)
Dobras cobrindo a superficie dos estagios . . -
Sim Descrito em algumas espécies

extracelulares
Presenca de vacuolo parasitéforo Sim Em algumas espécies
Presenca de apicoplasto Ausente Ausente na maioria das espécies
Sizigia Sim Sim
Capacidade dos esporozoitas em se desenvolver .

A g . Relatado em C. parvum Em algumas espécies
diretamente em estagios sexuados sem merogonia
Oocistos auto-infectantes Sim Em algumas espécies
NUmero de esporozoitas/oocitos Quatro Quatro na maioria das espécies
Presenca de organelas do complexo apical como . -

Sim Em algumas espécies

condides e anies polares nos esporozoitas

Mediante a similaridade com o grupo das gregarinas, atualmente o género
Cryptosporidium pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Gregarinomorphea, Subclasse
Cryptogregaria (RYAN et al., 2016). Até 2018, 38 espécies de Cryptosporidium sp. e mais
de 40 gendtipos ja foram descritos com base principalmente na identificacdo molecular
(HOLUBOVA et al., 2016; KVAC et al., 2016; ZAHEDI et al., 2016). De forma geral, a
caracterizacdo molecular tem validado as espécies que infectam anfibios, répteis, aves,
peixes e mamiferos (SLAPETA et al., 2013). Notavelmente, cerca de 150 espécies de
mamiferos ja foram descritas infectadas por Cryptosporidium sp. Algumas das espécies do
protozoario descritas tem elevada importancia na saude puablica, devido ao seu potencial
zoonotico. Essas espécies podem parasitar uma ampla variedade de animais e ja foram
detectadas varias vezes infectando seres humanos, como Cryptosporidium parvum e

Cryptosporidium hominis. Além dessas, hd espécies que possuem especificidade por
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hospedeiros, mas que eventualmente também podem infectar os seres humanos. Dessas
destacam-se as que tem impacto moderado na saude publica como Cryptosporidium
meleagridis, Cryptospordium cuniculus e Cryptosporidium felis. Ha ainda, outras espécies
que possuem importancia menor na saude publica, por terem sido relatadas em infecgdes
pontuais em seres humanos (SLAPETA, 2013; ZAHEDI et al., 2016) (Quadro 2).

Cabe ressaltar que no passado acreditava-se que Cryptosporidium parvum possuia
dois gendtipos, o gendtipo H ou 1, que infecta roedores, humanos e outros animais, e 0
gendtipo C ou 2, que infecta principalmente bovinos e varias espécies animais, apresentando
potencial zoondético. Ao longo dos anos, esses genotipos foram realocados para nivel
taxonémico de espécie. De acordo com o Codigo Internacional de Nomenclatura Cientifica,
como o gendtipo 1 foi descrito primeiro por Tizzer em 1912 em camundongo, este entdo
deveria ter recebido o nome de C. parvum, enquanto que o genétipo tipo 2 descrito
posteriormente, deveria ter sido identificado por outro nome, entdo, proposto por Slapeta em
2013, de Cryptosporidium pestis (SLAPETA, 2013). No entanto, C. parvum tem sido 0 nome
utilizado nas publicagdes cientificas para o gendtipo tipo 2 e o nome C. tyzzeri o utilizado
para identificar o gendtipo tipo 1 (TOMAZIC et al., 2018). Em virtude da Gltima proposta

ser a nomenclatura mais utilizada na literatura, esta Ultima entdo sera a abordada neste texto.
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Quadro 2. Espécies de Cryptosporidium sp., hospedeiros, relatos de infeccdes em humanos adaptado
de Condlova et al. (2018); Holubova et al. (2016); Hor¢i¢kova et al. (2018); Jezkova et al.
(2016); Kvac et al. (2016); Kvag et al. (2018); Zahedi et al. (2016); Zahedi et al. (2017).

Nome das espécies

Principais hospedeiros

Relatos de infeccio

Importincia em Saide Publica

de Crypiosperiditan em humanos
Espécies que infectam peives
C. scophthalmi Pefxes Nio relatado Nio ha
C. hnowi Peixes Nio relatado Nio ha
C. moinari Peixes Nio relatado Nio ha
Espécies que infectam aves
C. meleagridis Passaros e humanos Relatado Moderada
C. baileyi Aves, principalments galinhas Nio relatado Nio ha
C. galli Aves Nao relatado Nio ha
C. avium Periquitos Nio relatado Nio ha
Espécies que infectam répteis e anfibios
C. fagile Anfibios, principalmente Sapos Nio relatado Nio ha
C. varanii Reépteis, principalmente Lagartos Nio relatado Nio ha
C. serpentis Principalmente serpentes ¢ lams porém tambem foi Nio relatado Nio ha
relatada em bovinos
C. testudinis tartaruga Nio relatado Nio ha
C. ducismarci tartaruga Nio relatado Nio ha
Espécies que infectam mamiféros
C. scrofarum Suinos e Javalis domeésticos e silvestres Relatado Menor
C. suis Suinos Relatado Menor
C. ryanae Bovinos Nio relatado Nio ha
C. andersoni Bovinos (princpalmente), Ovinos, Caprinos ¢ Ursos Eelatado Menor
C. bovis Principalmente Bovideos mas também em Corga, Gorila Relatado Menor
C. agni= C. xiaoi Ovinos & Caprinos Nio relatado Nio ha
C. ubiguifum Ruminantes principalmente Bovinos, Roedores ¢ Primatas Relatado Menor
C. prolifrans Roedor, Esquilos, Equideos, B ovideos Nio relatado Nio ha
C. curicuius Coslhos Relatado Moderada
€ heeri FRoedores (pnncipalments), F_sliu:lsos, Urso Panda, Bovideo, Relatado
: Bisdo Menor
C. wrairi Porquinhos da india e oufros animais mamiferos Nio relatado Nio ha
C. muris Mamiferos, principalemente Roedores Relatado Pequeno
C. rubayi Esquilos Nio relatado Nio ha
C. erinacei Curigos Relatao Menor
C. macropodum Marsupiais Nio relatado Nio ha
C. forveri Marsupiais Relatado Menor
C. viatorum Humanos Relatado Moderado
Humanos (principalmente) & outros animais destacando . .
C. hominis Mamiferos marinho (dugong ). Primatas nio humanos, Efps?ts HET]S cumuin Maior
Marsupiais & Bovinos STl SE1es nmanos
C. panam Mamiferos, pnncdpalments ruminantes € animais silvestres Relatado Maior
C. jelis Gatos Relatado Moderada
C. canis Canideos Relatado Menor
C. homai Porquinho da india Nio relatado Nio ha
C. apodami Roedor Nio relatado Nio ha
C. ditrichi Roedor Nio relatado Nio ha
C. occuitus Roedor Nio relatado Nio ha
C. alticolis Roedor Nio relatado Nio ha
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1.1.2 Transmissao, morfologia e ciclo bioldgico

Os protozoarios do género Cryptosporidium séo transmitidos para os hospedeiros
direta ou indiretamente. A transmissao direta ocorre pela rota fecal — oral a partir do contato
com os hospedeiros infectados, incluindo a transmissdo animal para animal, animal para ser
humano caracterizando o potencial zoonético do parasito, humano para animal e humano
para humano. A transmissao zoonotica geralmente esta associada a manipulacédo e cuidado
que os seres humanos realizam com as outras espécies animais. J& a transmissdo indireta,
envolve a ingestdo de agua e alimentos contaminados, como frutas e verduras, com material
fecal cotendo oocistos do protozoario (BOUZID et al., 2013). Além desta, a inalacdo do
ooocisto também ja foi relatada. No entanto, este mecanismo de transmissdo raramente
ocorre (O’DONOGUE, 1995).

Oocistos de Crytosporidium sp. sdo estruturas esféricas, ovoides ou elipticas, e
dependendo da espécie variam em tamanho de 3,2 a 8,3 um de diametro. No quadro 3
seguem os tamanhos dos oocistos de acordo com a espécie identificada e hospedeiro.
Durante o ciclo bioldgico do protozoério dois tipos de oocistos podem ser gerados, sendo
um oocisto de parede espessa que sdo excretados e eliminados com as fezes no ambiente e
um de parede fina que sdo caracterizados pela falta de uma zona espessa presente na camada
interna da parede do oocisto. Desta forma, estes oocistos podem determinar autoinfec¢éo
para o hospedeiro parasitado (O’DONOGUE, 1995; TOMAZIC et al., 2018). Os oocistos de
Cryptosporidium sp. contém no seu interior quatro esporozoitas, mas ndo possuem
esporocistos envolvendo estas estruturas. A parede do oocisto é formada por trés camadas

e por uma linha de sutura de onde emergem os esporozoitas (TOMAZIC et al., 2018).



Quadro 3. Tamanho dos oocistos de acordo a espécie identificada e hospedeiro
adaptado de Tomazic et al. (2018).

Hospedeiro Espécies Local de infeccdo Tamanho do oocisto (um)
C. parvum Intestino 45x7,0
Bovino C. ryar_1ae Intestino_ 3,2x3,7
C. bovis Desconhecido 49x4,6
C. andersoni Estbmago 7,4x5,5
C. parvum Intestino 45x7,0
Suino  C. suis Intestino 4,6 x4,2
C. muris Estdmago 7,0x5,0
C. parvum Intestino 4,5x7,0
Ovino  C. ubiquitum Intestino 50x4,7
C. xiaoi Intestino 3,9x3,4
Caprino C. parvum Intest!no 45x7,0
C. xiaoi Intestino 3,9x3,4
Equino C. parvum Intestino 45x7,0
C. hominis Intestino 52x4,9
C. parvum Intestino 45x7,0
Clies C. canis Intestino 5,0x4,7
C. meleagridis Intestino 5,2x4,6
C. muris Estdmago 7,0x5,0
Gatos C. felis. Intestino 5,0x4,5
C. muris Estbmago 7,0x5,0
C. galli Estébmago 8,3x6,3
. Intestino, Bursa de Fabricius,
Galinha . s L
C. bailey trato respiratorio e conjuntiva 6,2 x 4,6
C. meleagridis Intestino e Bursa de Fabricius =
Peixe C. scophthalmi Intestino 44x3,9
C. molnari Estdmago 4,7x4,5
. C. serpentis Estdbmago 2,8x3,6
Repteis .. . i
C. varanii Intestino, estomago 4,8 x4,7

15

Os esporozoitas de Cryptosporidium sp. possuem o formato alongado, tem cerca de
5 um de comprimento e 5 um largura e sdao circundados por uma pelicula, que contém
microtubulos. A porcéo anterior desta célula é formada pelo complexo apical, que tem como
fungdes auxiliar no processo de invasdo a célula hospedeira (DEL COCO et al., 2009). Este
complexo apical consiste nas estruturas de anéis apicais, condide, organelas secretorias tais
como roptrias, micronemas e granulos densos (SMITH et al., 2005). Na Figura 1 pode-se
observar um esquema do esporozoita, contendo suas organelas.

Durante o processo de invasdo, a roptria e os micronemas liberam seu contetido na
regido apical da célula hospedeira. Os micronemas também estéo envolvidos na motilidade
por deslizamento do protozoario e as roptrias sdo importantes para a formacao do vacuolo

parasitéforo. J4, o contetdo dos granulos densos é descarregado na superficie dos zoitas,
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como 0s esporozoitas, trofozoitas ou merozoitas e sdo responsaveis pela modificacdo da
ceélula hospedeira apos invasdo (BOROWSKI et al., 2008).

Organelas e outras estruturas celulares sdo encontradas na regido central do
esporozoita como Complexo de Golgi, nucleo, granulos de amilopectinas e ribossomos.
Corpos cristaloides sdo observados na porc¢do posterior do ndcleo, mas a sua origem e fungéo
é desconhecida. Entre o nucleo e os corpos cristaloides, pode-se observar mitossoma, que €
uma organela derivada da mitoc6ndria, porém sem genoma e cristas tubulares (SMITH et
al., 2005).

Complexo Roptria <o~ A )\ @
apical / ° N
Micronemas - N

Microtibulos / A\ — \/
subpelicular ) ( \

Granulos de / N/

amilopectinas
estocados

Complexo de Golgi

Nucleo

Mitossoma ——(6 |

Corpo —\‘—’
cristaloide

Figura 1 Esquema de esporozoita de Cryptosporidium sp. Fonte: adaptado
de Tomazic et al. (2018).

O estéagio de trofozoita dentro do vacuolo parasitoforo adquire diferentes tamanhos
dependendo do periodo de desenvolvimento do ciclo bioldgico, podendo medir entre 1,0 um
0S mais recentes, a 2,5 um de comprimento os mais tardios, em sistemas de cultivo celular
(TOMAZIC et al., 2018). Sabe-se que a membrana desse vacuolo se dobra originando uma
organela alimentar chamada de epimerito, que facilita a captura de nutrientes da célula
hospedeira (CLODE et al., 2015).
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Fazendo parte da etapa de multiplicacdo assexuada, ha as formas evolutivas de
meronte também chamado de esquizonte. Esta forma evolutiva tem localizacdo epicelular e
na sua forma primaria, também chamado de meronte tipo | contém cerca de oito merozoitas.
Os merontes variam em tamanho de acordo com o estagio de desenvolvimento, ou seja, 0s
merontes do tipo | mais recentes medem 1,5 um de comprimento, enquanto que 0s merontes
do tipo | mais tardios medem 2,5 um de comprimento (TOMAZIC et al., 2018). J4 os
merontes de segunda geracdo, ou seja, do tipo Il podem medir até 3,5 um de comprimento,
possuindo uma membrana externa mais espessa do que o meronte do tipo I. De forma geral,
dentro dos merontes ocorre divisdo binaria de suas células, originando formas evolutivas
denominadas de merozoitas, que apresentam diferentes formatos, indo desde o alongado
semelhante ao esporozoita ou mais arredondados. Merozoitas medem cerca de 1 um de
comprimento por 0,5 pum de largura, e assim como 0s esporozoitas, também possuem as
organelas que compdem o complexo apical (BOROWSKI et al., 2010).

Participando diretamente da reproducéo sexuada ha os estagios de microgamontes,
que considerados o0s gametas masculinos, sdo arredondados medindo 2,0 pum de
comprimento por 2,0 um de largura e contém um grande nimero de microgametas. Dentro
desses microgramontes, 0s microgametas estdo densamente empacotados, sdo esféricos,
medem 0,1 um de comprimento e ndo sdo flagelados. Ja os estagios de macrogamontes, que
correspondem ao gameta feminino, possuem formato ovular e medem cerca de 5,0 a 4,0 um
de didmetro (BOROWSKI et al., 2010). A forma evolutiva resultante da fertilizacdo do
macrogameta pelo microgameta, denominada de zigoto medem cerca de 1,5 a 2,9 um de
didmetro e possuem grandes quantidades de amilopectinas (PUMIPUNTU; PIRATAE,
2018; TOMAZIC et al., 2018). Somente esta forma evolutiva ainda nao foi observada em
sistemas de cultivos in vitro acelulares (CLODE et al., 2015).

As formas denominadas de gamontes — like gigantes foram exclusivamente
observadas em sistemas de cultivo in vitro acelulares. Estas formas evolutivas exibem o
tamanho 2,3 a 5,3 um de diametro. Em sistema de cultivo mais antigos, estas formas crescem
em tamanho podendo exibir de 7,6 a 16,6 um de comprimento (TOMAZIC et al., 2018)

Em relacdo ao ciclo bioldgico, sabe-se que Cryptosporidium sp. € um parasito
monoxeno, ou seja, sé precisa de uma espécie de hospedeiro para completar todo seu ciclo.
Apbs a ingestdo do oocisto pelo hospedeiro, o desencistamento ocorre no limen do intestino
delgado, sendo entdo, liberados os quatro esporozoitas (TOMAZIC et al., 2018). Entre os
estimulos e fatores que favorecem o desencistamento do oocisto destacam-se a temperatura

luminal, a presenca de sais biliares, condi¢Ges redutoras, pH e enzimas digestorias
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(LENDNER; DAUGSCHES, 2014). Ap6s o desencistamento, moléculas e receptores
expressos na superficie dos esporozoitas interagem com a membrana dos enterécitos. Dentre
as moléculas bem caracterizadas na superficie dos esporozoitas, destacam-se a proteina de
superficie p30 e glicoproteina gp 40/15 originadas da clivagem da gp60 e a gp900. Por meio
dessa interacdo organelas como roptrias, micronemas e granulos densos sdo estimuladas a
secretarem substancias que facilitam a invasao e a movimentacéo por deslizamento realizada
pelo parasito, uma forma exclusiva de movimentacdo de protozoarios apicomplexos, que é
um pré-requisito fundamental para a invasao a célula hospedeira (TOMAZIC et al., 2018).

Quando invadem, os esporozoitas, induzem a formacdo de vacuolos parasitoforos
ficando localizados no seu interior, onde ocorre todo o ciclo biolégico do protozoario.
Caracteristicamente, estes vacuolos ficam localizados na borda das microvilosidades
intestinais, ou seja, em posicdo intracelular, porém extracitoplasmatica, também referida
como localizagéo epicelular (O’ DONOGHUE, 1995; TOMAZIC et al., 2018). No interior
do vacuolo parasitdéforo, os esporozoitas subsequentemente, passam por alteracGes
morfoldgicas, dando origem aos trofozoitas. Dentro deste vacuolo, o trofozoita passa por
duas geragdes de merogonia, ou seja, reproducdo assexuada, formando o meronte tipo | que
possui oito merozoitas arredondados em seu interior. Apos a ruptura do meronte tipo I, 0s
merozoitas liberados invadem novas células epiteliais podendo originar mais merontes tipo
I ou iniciar a producdo de meronte do tipo Il que contém em seu interior quatro merozoitas
com formato fusiforme, formas evolutivas precursoras da reprodugdo sexuada (TOMAZIC
etal., 2018).

Os merozoitas de segunda geracdo invadem novamente 0s enterOcitos e se
diferenciam em macrogamonte, gameta feminino, e microgamonte, gameta masculino,
iniciando a fase de reproducdo sexuada. O macrogamonte evolui para um macrogameta
imével uninucleado que permanece no interior do enterdcito. Ja 0s microgamontes, tornam-
se multinucleados e cada nucleo origina cerca de 16 microgametas moveis (BOUZID et al.,
2013). Subsequentemente, os microgametas sdo liberados do microgamonte e fecundam o
macrogameta, originando, portanto, o zigoto. Finalmente, os zigotos, entram em um
processo de meiose resultando na formacdo dos quatro esporozoitas. Esta fase do ciclo
bioldgico é chamada de esporogonia (TOMAZIC et al., 2018). Em torno desse zigoto forma-
se uma parede cistica que caracteriza o oocisto. Desta forma, o oocisto de Crytposporidium
sp. € liberado com as fezes no ambiente ja infectante (TZIPORI; WARD, 2002).

E importante ressaltar que dois tipos de oocistos, os de parede fina que correspondem
a 20% dos oocistos e os de parede espessa podem se formar no ciclo biolégico de
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Cryptosporidium sp.. O oocisto de parede fina pode desencadear a autoinfeccdo do
hospedeiro, amplificando a quantidade de parasito no intestino delgado (DEL COCO et al.,

2009). Segue na figura 2 o esquema do ciclo bioldgico do parasito.
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Figura 2 Ciclo biologico de Cryptosporidium sp. Fonte: Adaptado de Tomazic et al. (2018).

Além do ciclo intracelular, tem sido observado em experimentos in vitro formas do
parasito em ambiente extracelular, o que sugere a multiplicacdo deste na luz intestinal, bem
como em biofilmes no ambiente, destacando ambientes aquaticos. Nestes ambientes 0s
trofozoitas realizam o processo de sizigia, que é o pareamento dos trofozoitas de ponta a
ponta ou merogonia, reproducdo assexuada, dando origem a merontes tipo | e Il. Os
merozoitas de segunda geracdo liberados a partir do meronte tipo Il dardo origem aos
gametas masculinos e gameta feminino. Cabe ressaltar que todos estes estagios evolutivos

ja foram observados em sistema de cultivo acelular in vitro, no entanto, o oocisto que € o
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produto da fecundagéo ainda néo foi identificado nesses ambientes (CLODE et al., 2015).
Sabe-se que alem dos trofozoitas, os gamontes, tanto, 0 micro quanto 0 macrogamontes
realizam sizigia (TOMAZIC et al., 2018).

Além destas formas evolutivas, em ambiente extracelular ja foi identificado também
as formas de gamontes (gamont — like stage) e gamontes gigantes (gigant gamont — like
stage). Estas formas evolutivas provavelmente se formam a partir dos trofozoitas e acredita-
se que estas produzam mais merozoitas e trofozoitas, maximizando o potencial reprodutivo
do parasito sem a necessidade da fase sexuada. No entanto, a fungéo destes gamontes ainda
permanecem desconhecidas (CLODE et al., 2015).

1.1.3 Patogenia e manifestacdes clinicas

O género Cryptosporidium possui espécies de parasitos com importancia, tanto
médica quanto veterinaria, pois pode causar gastroenterite em uma variedade de hospedeiros
vertebrados. Apesar de ser reconhecido como um protozodrio patogénico, que pode causar
infeccBes sintomaticas no hospedeiro parasitado, a patogénese da infeccdo determinada pelas
espécies desse género no intestino delgado, ainda ndo é completamente compreendida.
Acredita-se que seja multifatorial, envolvendo fatores do hospedeiro e do parasito
(CERTAD etal., 2017).

A interacdo do patégeno com o hospedeiro resumidamente ocorre mediante o
desencistamento do oocisto, adesdo e locomoc¢do por deslizamento do esporozoita na
membrana do enterdcito, invasdo e multiplicacdo do parasito no interior do vacuolo
parasitoforo em ambiente intracelular. A maioria das informacdes adquiridas em relacdo ao
desencadeamento da infecgdo intestinal determinada pelas espécies de Cryptosporidium sp.
foram adquiridas mediante estudos gendmicos de C. parvum e C. hominis, tendo sido
identificado 25 fatores de viruléncia nessas espécies (BOUZID et al., 2013).

Cryptosporidium sp. geralmente ndo causa uma infecgdo sistémica e nem penetra
profundamente nos tecidos infectados. Sabe-se que as anormalidades significativas
determinadas pelas espécies desse género ocorrem no intestino delgado, destacando-se
alteracdes na absorcdo de nutrientes, bem como em prejuizos na fungdo secretéria deste
6rgdo. De forma geral, os danos determinados a mucosa do hospedeiro ocorrem a partir de
acOes diretas do parasito e pela producdo da resposta inflamatéria e de citocinas pelo
hospedeiro (BOUZID et al., 2013). A presenca do parasito no interior do vacuolo
parasitéforo intracelular e extracitoplasmatico desencadeia ativacdo de uma cascata de

sinalizacdo que culmina na alteracdo da barreira seletiva da mucosa intestinal, mediante
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prejuizos na producdo de moléculas de juncdo celulares e também na ativacdo da
polimerizacdo de filamentos de actina, que determina mudanca no citoesqueleto do
enterdcito. Estas alteracGes resultam na apoptose do enterdcito, sendo esse processo
geralmente ativado pelas formas evolutivas de esporozoitas e merozoitas, mas inibida pela
forma de trofozoita (CERTAD et al., 2017). As alteracGes estruturais no epitélio intestinal
conduzem ao encurtamento das microvilosidades e aprofundamento das criptas intestinais,
gerando a ma absorcdo de nutrientes. O parasito também estimula a liberacdo de mediadores
inflamatorios, tais como interferon gama, interleucina e fator de necrose tumoral, que
estimulam a liberacdo da secrecdo de cloro e agua e diminuicdo da absorcdo de sodio
resultando em diarreia osmotica (VANATHY et al., 2017).

A etapa inicial e crucial do estabelecimento da infeccdo pelas espécies de
Cryptosporidium sp. ocorre mediante a interacdo de receptores e moléculas presentes na
superficie do mesmo e da célula hospedeira. Duas classes de proteinas, denominadas de
glicoproteinas similares a mucina e proteinas adesivas relacionadas com a trombospondina
foram caracterizadas na superficie dos esporozoitas apresentando funcdo relacionada com a
interacdo, adesdo na membrana do enterdcito e também a invasdo e multiplicacdo do parasito
(BOUZID et al., 2013) (Figura 3).

Oocisto

Desencistamento [ Adesdo
AT Serine protease locomogo MultiplicagZo
[ » AR e csL intracelular/sobrevivéncia no
\ ) pep! rasio hospedeiro
\ ) Gp900 Invasdo
s 4 Gp60/40/15 Invasion CpABC
| P23 Cp2 CpATPase2
T Excysted P30 Cpal3s CpATPase3
- sporozoite TRAP-C1 Phospholipase HSP70
Cp4a7 H4 HSP90
Cps-500 CpSUB Cysteine protease
- o CpMIC1 Acetyl-co-synthetase
J

Proteinas secretadas de organelas

do complexo apical
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Figura 3 Fatores de viruléncia descritos nas caixas em amarelos de acordo com o ciclo
bioldgico de Cryptosporidium sp. Fonte: Bouzid et al. (2013).
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Dentre as moléculas representadas no esquema da figura 3 destacam-se as
glicoproteinas, gpl15/40, originadas da clivagem de uma glicoproteina de 60 kDa
denominada de gp60. Estas moléculas ficam ancoradas na superficie do parasito por meio
de uma molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI) e por meio das mesmas 0 parasito
interage com a membrana do enterdcito. E importante ressaltar que o gene que codifica para
a gp60 ¢ altamente polimorfico, sendo por isso muito utilizado na genotipagem do parasito
(TOMAZIC et al., 2018). Além disso, a gp60 é um dos principais alvos dos anticorpos
neutralizantes (CUNHA et al., 2019).

A criptosporidiose resulta principalmente em diarreia aquosa que algumas vezes
pode ser profusa e prolongada, aléem da dor abdominal. Outros sintomas evidenciados em
seres humanos incluem nausea, vomito e febre baixa. Ocasionalmente nestes hospedeiros,
sintomas ndo especificos também séo evidenciados tais como mialgia, fraqueza, mal-estar,
dor de cabeca e anorexia. A severidade e a persisténcia da infeccdo sdo dependentes do
parasito e também de fatores do hospedeiro (O’ DONOGHUE, 1995). Os fatores do parasito
incluem-se a espécie e a dose infectante, ou seja, 0 nimero de oocistos ingeridos pelo
hospedeiro. Ja em relacdo ao hospedeiro destacam-se a espécie de hospedeiro, idade e status
imunologico (DEL COCO et al., 2009). Desta forma, a severidade da infeccdo determinada
por Cryptosporidium sp. pode variar indo desde de quadros leves até quadros severos.
Hospedeiros imunocompetentes geralmente apresentam infeccdo autolimitante que dura
cerca de duas a trés semanas no maximo, sendo na grande maioria das vezes assintomaticas.
Contudo, pacientes humanos imunocomprometidos podem apresentar quadros clinicos
graves da infeccdo com sintomas persistentes que conduzem a desidratacdo e até ao obito.
Além disso, nestes pacientes também podem ser observados manifestagdes clinicas atipicas
da gastrointestinal, tais como inflamacdo do trato biliar, respiratério, além de pancreatite
(O’ DONOGUE, 1995; BOUZID et al., 2013).

Além dos seres humanos, os surtos de criptosporidiose em outras espécies animais
geralmente ocorrem nas criag¢fes intensivas, que possuem praticas de pastoreio misto, devido
a forragem ingerida, 4gua de consumo e recintos contaminados com oocistos. Em animais,
0s hospedeiros mais jovens parecem ser 0s mais susceptiveis a desenvolver a infeccdo com
sintomatologia clinica, e casos de 6bito ja foram relatados em varias espécies, especialmente
nos ruminantes (O’ DONOGHUE, 1995). A maioria das infecgOes em hospedeiros adultos
sdo assintomaticas ou apresentam sintomas brandos. Infec¢Bes graves, principalmente em
hospedeiros imunocomprometidos j& foram relatados em cées, gatos, equinos e primatas nao
humanos (O’DONOGHUE, 1995).
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No caso dos equinos, a criptosporidiose geralmente € determinada por
Cryptosporidium parvum e assim como nos outros animais, 0 imunocomprometimento e o
extremo de idade, destacando os potros e os adultos jovens, foram apontadas como fatores
de risco para o desenvolvimento de infec¢fes sintomaticas (MAJEWSKA et al., 2004;
XIAO; HERD, 1994). No entanto, infeccdes sintomaticas em equinos imunocompetentes
também ja foram relatadas. As infec¢des assintomaticas geralmente ocorrem em equinos na
fase adulta (TOMAZIC et al., 2018; XIAO; HERD, 1994). De forma geral, os sintomas
determinados por Cryptosporidium sp. em equinos ainda é pobremente relatado (INACIO et
al., 2018). Nestes animais a sintomatologia mais caracterizada é a diarreia aquosa, sendo o
principal habitat do parasito a porcdo distal do intestino delgado, especialmente o ileo
(XIAO; HERD, 1994). A inflamacdo na mucosa intestinal e a atrofia da microvilosidade
intestinal com perda da superficie absortiva causam desequilibrio no transporte de nutrientes
e prejuizo na produtividade dos equinos (INACIO et al., 2018). Em equinos
imunocomprometidos outros orgdos também podem ser acometidos como estdbmago,
intestino grosso, pancreas e ductos biliares (BJORNEBY et al., 1991; XIAO; HERD, 1994).
O periodo pré-patente de C. parvum em equinos ocorre entre 2 a 5 dias e 0 patente entre 5 a
8 dias (BJORNEBY et al., 1991; TOMAZIC et al. 2018).

Os equinos tendem a reagir de forma diferente a infeccdo por Cryptosporidium sp..
Potros infectados geralmente apresentam quadros diarreicos agudos, que ocorrem no
primeiro més de vida, sendo que o quadro clinico pode evoluir para o ébito na primeira ou
segunda semana apos a infec¢do. Embora altas taxas de mortalidade ja tenham sido relatadas
nesse grupo etario, quadros diarreicos também sdo observados em animais mais velhos
XIAO; HERD, 1994). Em equinos, Cryptosporidium sp. também ja foi apontado como um
parasito oportunista, pois a sintomatologia clinica da infec¢do geralmente ocorre nos animais
coinfectados com rotavirus, adenovirus, coronavirus, Salmonela, Clostridium perfringens e
Giardia duodenalis (BURTON et al., 2010; XIAO; HERD, 1994).

De forma geral, a resposta imunoldgica contra a infecgdo por Cryptosporidium sp.
ocorre pelos mecanismos inatos e adaptativos. A imunidade inata ocorre pelas células natural
killer, células dendriticas, macréfagos, quimiocinas, receptores Toll — like e 0xido sintase.
Ja a imunidade adaptativa ocorre pelos linfécitos T e B. O interferon gama tem uma
importante fun¢do na imunidade inata pela ativacdo dos macréfagos e consequentemente
ativacdo da enzima éxido nitrico sintase que produz 6xido nitrico, um radical de oxigénio
toxico para o parasito. Na resposta imunolégica adaptativa, os linfécitos Thl CD4 helper
atuam contra o parasito a partir da producéo de interferon, interleucinas (IL2 e IL 12) e fator
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de necrose tumoral (TNF), e os linfocitos Th2 auxiliam na eliminagdo dos parasitos.
Pacientes com contagem de células CD4 menor que 200 células/mm? tendem a apresentar
uma infeccdo severa. Cabe ressaltar que a funcdo da imunidade humoral ainda é
questionavel. Contudo, tem sido identificado um elevado nivel de imunoglobulinas do tipo
G e A em individuos infectados pelo protozoario (VANATHY et al., 2017).

1.1.4 Diagnostico

O diagnéstico da criptosporidiose vem sendo considerado um desafio, pois 0s
sintomas clinicos da parasitose sdo inespecificos, e 0s oocistos, que sdo liberados nas fezes
sd0 muito pequenos e possuem liberacdo intermitente (SANTIN, 2013). As técnicas mais
indicadas para o diagndstico do protozoario sao as coproparasitoldgicas, ou seja, mediante a
pesquisa dos oocistos no material fecal do hospedeiro (O’ DONOGHUE, 1995).

Na obtengdo do material fecal deve-se priorizar a coleta de multiplas amostras em
dias distintos, ou seja, no minimo trés amostras fecais de cada hospedeiro, uma vez que 0s
oocistos tém liberacdo intermitente. Além disso, o ideal é realizar a pesquisa parasitolégica
em fezes frescas ou devidamente preservadas com conservantes fisico e/ou quimicos, que
permitam manter o material fecal armazenado por mais tempo no laboratério e o diagnostico
do parasito a posteriori (AHMED; KARANIS, 2018; XIAO; HERD, 1994). No entanto, o
tipo de conservante escolhido dependera da técnica laboratorial que sera empregada. Os
conservantes quimicos mais utilizados séo a formalina a 10%, acetato de sédio — &cido
acetico — formaldeido (SAF), alcool polivinilico (PVA) e o etanol absoluto (AHMED;
KARANIS, 2018). As solugdes de formalina a 10%, SAF e PVA possuem a vantagem de
inviabilizar o parasito, tornando as amostras fecais mais seguras de serem manipuladas pelo
técnico, mas apresentam como inconveniente inibir as reagdes moleculares, ndo permitindo
a realizacdo dos diagnosticos espécie especificos do protozoario. A solucdo de dicromato de
potassio a 2,5%, mantem 0s oocistos viaveis por 6 a 12 meses, porém nao é adequada para
os testes moleculares, pois também inibem as suas reacdes (AHMED; KARANIS, 2018;
TOMAZIC et al.,, 2018). Uma alternativa de conservante quimico que tem sido muito
preconizada é o etanol absoluto, pois a morfologia dos oocistos e a propriedade do DNA
pode ser preservada por mais de dois anos. Além deste, 0 método de congelamento (-20°C),
um conservante fisico, permite preservar o DNA parasitério, assim como o etanol, sendo
também indicado para a caracterizacdo molecular da espécie do parasito (AHMED;
KARANIS, 2018).
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Em caso de fezes frescas o exame macroscopico deve ser realizado para se observar
a consisténcia do material fecal. Maior nimero de oocistos séo detectados em fezes
diarreicas ou com consisténcia aquosa. Em fezes solidas de pacientes assintomaticos, a
quantidade de oocistos parece ser menor (VANATHY et al., 2017). Dentre as técnicas
laboratoriais de concentragcbes de oocistos de Cryptosporidium sp. incluem-se as que
possuem como fundamento a flutuacéo e a sedimentacdo. Estas possuem como vantagens a
eliminacdo dos debris fecais facilitando a visualizacdo dos oocistos na microscopia Optica e
concentracdo dos oocistos na amostra (CUNHA et al., 2019). Desta forma, as técnicas de
concentragdo sao principalmente indicadas em amostras fecais de hospedeiros
assintomaticos, que geralmente possuem pequenas quantidades dessas formas evolutivas
(AHMED; KARANIS, 2018).

As técnicas de flutuacdo utilizam solucbes densas, afim de permitir a concentracao
dos oocistos. Além de concentrarem, estas técnicas também permitem a purificacdo dos
oocistos. A mais utilizada é a técnica de flutuacdo de Sheather que utiliza solucdo de
sacarose, mas também pode ser utilizado as técnicas com solugdes de sulfato de zinco e
solucdo de cloreto de sodio (AHMED; KARANIS, 2018). As solucgdes utilizadas nas
técnicas de flutuacao por apresentarem elevada densidade, acabam em cerca de 10 minutos
colapsando os oocistos, ou seja, tornando-os deformados. Tal fato, ressalta a necessidade de
leitura no microscopio das laminas oriundas destas técnicas o mais rapido possivel
(O’DONOGHUE, 1995). Na microscopia éptica, 0s oocistos apresentam-se como COrpos
esféricos, transldcidos com refringéncia rosada na parede, contendo granulos em seu interior.
No entanto, para melhor visualizacdo dos oocistos, a microscopia de campo escuro e
contraste de fase sdo recomendadas. Nestes, 0s oocistos aparecem como estruturas esféricas,
brilhantes contendo granulos escuros em seu interior (CUNHA et al., 2019; XIAO; HERD,
1994).

As técnicas de concentracdo por sedimentacdo utilizadas no diagndstico de oocistos
de Cryptosporidium sp., sdo as de sedimentagdo por centrifugacdo simples e as de
sedimentacdo em solugdo de agua - éter ou formalina — éter. Estas técnicas geralmente sdo
utilizadas como etapas que precedem as técnicas de coloracdo permanente e as mesmas
geralmente utilizam pelo menos 10 minutos de centrifugacdo do material fecal para
concentrar os oocistos (AHMED; KARANIS, 2018; VANATHY et al., 2017).

Na tentativa de aumentar a concentracdo dos oocistos dos protozoarios nas fezes,
também tem sido empregado, a separa¢do imunomagnética-. Este método consiste no uso de

beads magnéticas cobertas com anticorpos monoclonais anti — parede do oocisto de
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Cryptosporidium sp.. Este tipo de concentragdo também tem sido utilizado em amostras
ambientais como a agua. Apesar de aumentar a concentracdo do oocisto na amostra fecal, a
separacao imunomagnética tem sido pouco utilizada devido ao seu elevado custo (AHMED;
KARANIS, 2018; TOMAZIC et al., 2018).

Tradicionalmente o diagndstico em microscopia Optica dos oocistos de
Cryptosporidium sp. tem sido feito por meio de técnicas de coloragdes permanentes,
principalmente as denominadas acid-fast aquecidas ou ndo. As mais utilizadas sdo as que
utilizam solugéo de safranina-azul de metileno a 1%, de Ziehl — Neelsen modificado e a de
Kinyoun. Geralmente, nestas técnicas 0s oocistos apresentam-se como corpos arredondados
com 4 a 8 um de didmetro, se coram de réseo a vermelho e os debris fecais, bactérias e
fungos com a coloracdo de fundo, que geralmente é azul ou verde. Estas técnicas sdo simples,
rapidas e baratas, mas apresentam baixa sensibilidade em fezes formadas e o limite de
deteccdo requer a presenca de 10° a 10° oocistos por grama de fezes. Em fezes diarreicas
este limiar é bem menor, estando em torno de 10? ou menos oocistos por grama de fezes
(WEBER et al., 1991).

Resultados falso positivos podem ocorrer, pois a bolhas de gordura e fungos podem
ser confundidos com 0s oocistos, se 0 microscopista ndao estiver bem treinado (BAXBY et
al., 1984). Além disso, esta técnica ndo permite diagnosticar a espécie do parasito, e
necessitam de mensuracao do oocisto para confirmar o género, pois a mesmas também coram
oocistos de outros parasitos como Cyclospora, Isospora e Cystoisospora (AHMED;
KARANIS, 2018). Alem destas tecnicas, também ha as de coloracdo negativa que utilizam
solucdes de verde malaquita e negrosina. Nestas, 0s oocistos sao observados nao corados e
0 material de fundo encontra-se corado. A grande limitacdo das mesmas é necessidade de
um microscopio de contraste de fase para a leitura da lamina (VANATHY et al., 2017).

O diagndstico post-mortem da criptosporidiose tem sido utilizado nos animais,
incluindo os equideos. A partir de sec¢bes dos tecidos corados com hematoxilina eosina
observa-se diferentes formas evolutivas enddgenas do parasito como corpos basofilicos no
interior dos vacuolos parasitoforos presentes na borda escova da microvilosidade intestinal
(XIAO; HERD, 1994). Técnicas de microscopia eletronica também podem ser utilizadas
para identificar e caracterizar morfologicamente as formas evolutivas do parasito, sendo
geralmente utilizadas na pesquisa (O’ DONOGUE, 1995).

Métodos de deteccdo mais especificos e sensiveis quando comparado com
microscopia Optica tém sido utilizados baseados no imunodiagndstico e na deteccdo de

antigenos, dentre esses se destacam a reacdo de imunofluorescéncia direta (RIFD) e 0 ensaio
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imunoenzimatico direto (ELISA) também chamado de coproantigeno. Estes testes estdo
disponiveis em formato de kits comerciais e seu uso € adequado quando um grande numero
de amostras fecais necessita ser analisadas (GARCIA; SHIMIZU, 1997). A
imunofluorescéncia direta geralmente € utilizada para detectar oocistos de Cryptosporidium
parvum. Nesta técnica os anticorpos associados a fluoresceina presente nos kits comerciais
adsorvem aos antigenos da parede do oocisto, demarcando o0 mesmo por meio da
fluorescéncia. No entanto, esta técnica é cara e necessita de um microscopio de fluorescéncia
para a leitura da lamina do material fecal. A mesma tem sido muito utilizada em pesquisa de
Cryptosporidium sp. em agua (JEX et al., 2008). JA& o ELISA, também chamado de
coproantigeno fornece um resultado rapido e facil de ser interpretado. Esta técnica apresenta
maior sensibilidade, pois utiliza anticorpos monoclonais. Desta forma, mesmo que nao haja
liberacdo de oocisto no material fecal, antigenos do protozoério ainda podem estar presentes.
Contudo, essa sensibilidade é varidvel, e dessa forma os resultados destes testes devem ser
analisados com cautela, pois podem ocorrer resultados falso positivos (AHMED;
KARANIS, 2018). Além, do ELISA e RIFD, também ha os testes rapidos do tipo
imunocromatograficos para a pesquisa de antigenos do parasito em formatos comercias de
cassetes (CUNHA et al., 2019).

O diagnostico de anticorpos no soro dos pacientes infectados com Cryptosporidium
sp. pode ser detectado realizado pelos métodos soroldgicos. No entanto, a presenca dos
anticorpos nao permite diferenciar se a infec¢do é atual ou antiga, e as técnicas sorologicas,
entdo, acabam nao sendo muito utilizadas nos inquéritos epidemiologicos (CUNHA et al.,
2019).

E importante ressaltar que as técnicas laboratoriais para diagnostico de
Cryptosporidium sp. possuem limites de deteccdo e sensibilidade diferentes, que também
podem variar de acordo com o tipo de material fecal do hospedeiro. Com a finalidade de
avaliar este panorama, nos Estados Unidos, amostras fecais de trés equinos sabidamente
negativas foram experimentalmente inoculadas com oocistos de Cryptosporidium parvum
em diferentes concentragdes. Estas foram submetidas as técnicas de coloragdo permanente
acido —rapida, a fluorescéncia direta e a citometria de fluxo, sendo este experimento repetido
trés vezes em diferentes momentos. A partir das analises foi possivel verificar que o
citbmetro de fluxo foi a técnica mais sensivel, pois detectou uma concentracdo minima de
5x10* oocistos em todas as trés amostras fecais analisadas. J& o diagnostico pela

imunofluorescéncia direta e a técnica parasitolégica microscdpica com coloragao
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permanente, mostrou-se segura, ou seja, em 100% das amostras, quando estas estavam
contaminadas com 5x10° oocistos por grama de fezes (COLE et al., 1999).

A deteccdo do DNA de Cryptosporidium sp. por meio das técnicas moleculares
possui elevada importancia, pois permite identificar a espécie do parasito e também o seu
gendtipo (JEX etal., 2008). Além disso, as técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas
para se tentar entender a epidemiologia do parasito mediante a identificacdo das varias
espécies de Cryptosporidium sp. e 0s seus possiveis hospedeiros (CUNHA et al., 2019). As
técnicas moleculares atualmente utilizadas para caracterizar Cryptosporidium spp. séo
baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), incluindo as suas variagdes como a
nested-PCR, single-stranded conformation polymorphism PCR (PCR — SSCP), hibridizacao
de DNA por sonda, polimorfismo do comprimento do fragmento (PCR — RFLP), multiplex
PCR e PCR em tempo real. A nested PCR geralmente € utilizada associada ao
sequenciamento genético para gerar o fragmento nucleotidico do produto de DNA
amplificado. Estas reacdes em cadeia da polimerase podem utilizar diferentes alvos génicos,
entre eles se destacam, a pequena subunidade do RNAr 18S, que estdo presentes em cinco
clpias no genoma e sdo 0s menos polimorficos devido a baixa taxa evolucéo; o gene COWP
que codifica a proteina da parede do oocisto; gene hsp 70 que codifica proteinas de choque
térmico; as regides hipervariaveis ITS — 1 e ITS 2 que correspondem as regides de
espacadores do RNAr; gene trap que codifica a trombospondina relacionada a proteina
adesiva de Cryptosporidium spp. e o0 gene que codifica as glicoproteinas gp60 ou gp15/40
(CUNHA et al., 2019).

A identificacdo da espécie de Cryptosporidium sp. tem sido principalmente realizada
a partir da amplificacdo do fragmento de gene RNAr, devido a existéncia de sequéncias
nucleotidicas conservadas espécies especificas. Além da caracterizacdo de espécie, as
ferramentas de genotipagem molecular vem sendo utilizadas para avaliar a diversidade
genética existentes em C. parvum, C. hominis e em outras espécies do parasito que podem
eventualmente infectar os seres humanos, mas infectam principalmente outras espécies
animais como C. meleagridis. De forma geral, a genotipagem molecular tem permitido
avaliar a origem da infeccéo e a importancia do parasito para saude publica, verificando o
potencial zoonético do mesmo (XIAO; FENG, 2017). A ferramenta mais utilizada na
genotipagem molecular de Cryptosporidium sp. tem sido baseada na analise das sequéncias
do gene codificante da glicoproteina gp60, que esta envolvida no processo de invasdo do
protozoario na célula hospedeira. O gene da gp60 é altamente polimorfico permitindo
caracterizar a espécie do parasito dentro de mdaltiplas familias a partir de diferencas nas
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sequéncias de nucleotideos (XIAO; FENG, 2017). O nome das familias inicia-se com
algarismos romanos e letras minusculas, por exemplo para C. hominis utiliza-se a
denominacao la, Ib, Id, le, If e etc. e para C. parvum lla, Ilb, llc, I1d e assim por diante.
Dentro de cada familia, os subtipos diferem no nimero de repeticdes de trinucleotideos
(TCA, TCG ou TCT) a partir do peptideo sinal (XIAO; FENG, 2017).

Sabe-se que cada espécie tem diferentes familias de subtipos também chamados de
gendtipos, que variam de acordo com a espécie do hospedeiro, viruléncia e
transmissibilidade. Estas familias de subtipos sdo tradicionalmente denominadas para C.
hominis pelas letras la, Ib, Ic, 1d, le, If sequindo as demais letras do alfabeto; lla, 11b, llc, Iid
e assim por diante para C. parvum e Illa, Il1b, Illc, 1ll1d para C. meleagridis. Os subtipos se
diferenciam principalmente na repeticdo dos trinucleotideos (TCA, TCG ou TCT). A
denominacdo de cada subtipo da-se pelo nimero de repeticdes de TCA que é representado
pela letra A; pelas repeticdes de TCG, representado pela letra G ou pela repeticédo de TCT
representado pela letra T. Em alguns subtipos podem ocorrer outras repeticbes de
nucleotideos que sdo representadas pela letra R, tais como ACATCA na familia de subtipo
Ila, AAGACGGTGGTAAGG ou suas varia¢oes no subtipo lae AAGAAGGCAAAGAAG
ou suas variacOes no subtipo If (FENG et al., 2018).

1.1.5 Tratamento e prevencao

A prevencdo da criptosporidiose em seres humanos e animais é um desafio, pois as
medidas de controle ndo garantem a eliminagdo de 100% dos oocistos no ambiente. Além
disso, ndo ha farmacos disponiveis que eliminem totalmente o parasito do hospedeiro
(PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018).

Em animais, varios farmacos tém sido analisados, mas somente a halofuginona esta
licenciada para o tratamento e controle da criptosporidiose em animais, principalmente em
bovinos. Contudo, esses farmacos somente estdo disponiveis no Canadé e sdo indicados em
casos de emergéncia. Todos os farmacos testados até 0 momento apresentaram eficacia
parcial na profilaxia e terapia, reduzindo a excre¢do dos oocistos, bem como a severidade da
doenca. De forma geral, os farmacos mais promissores no controle da criptosporidiose sdo
0s coccidiostaticos como a halofuginona e decoquinate, a nitazoxanida aprovada para uso
em seres humanos e os antibiéticos como paramomicina, azitromicina, enrofloxacina,
lasalocida, bem como alfa e beta ciclodextrina (TOMAZIC et al., 2018). O tratamento

realizado na criptosporidiose sintomatica, tanto nos seres humanos quanto nos animais,
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geralmente é de suporte, com hidratacdo oral ou parenteral para repor fluidos e eletrdlitos,
suporte nutricional e aplicacdo de farmacos antidiarreicos (XIAO; HERD, 1994).

Até o momento, ndo ha vacinas disponiveis para o controle da criptosporidiose.
Antigenos presentes na superficie dos esporozoitas e merozoitas de Cryptosporidium sp.
foram identificados como possiveis alvos para comporem os constituintes de futuras vacinas,
se destacando a gp60 e a p23 (TOMAZIC et al., 2018).

Em relacdo a imunidade passiva materna, € importante ressaltar, que os bovinos que
séo considerados os principais hospedeiros de Cryptosporidium sp., principalmente de C.
parvum, possuem a placenta sinepitélio - corial, e assim as imunogloboluinas ndo passam
pela placenta da vaca gestante para o feto. Desta forma, os anticorpos anti — Cryptosporidium
SO sdo recebidos quando o bezerro recebe o colostro da mae parasitada. Bezerros que
recebem o colostro de fémeas infectadas apresentam significativamente reducdo na
ocorréncia de diarreia e reducdo na liberacdo dos oocistos (FAYER et al., 1990).

As medidas de higiene mais indicadas para o controle da criptosporidiose tem por
objetivo minimizar a eliminagdo de oocistos no ambiente e reduzir a contaminagdo
ambiental. No caso de grandes animais, isso torna-se um desafio, pois a producéo de volume
fecal por individuo é grande, e desta forma a quantidade de oocistos liberados no ambiente
com as fezes também (MAJEWSKA et al., 2004). A limpeza dos recintos, incluindo
comedouros e bebedouro dos animais devem ser realizados de forma rotineira, mas nem
sempre € suficiente, pois 0s oocistos de Cryptosporidium sp. sdo muito resistentes e nem
todos os produtos quimicos e fisicos irdo inviabilizar os oocistos (XIAO; HERD, 1994). Na
rotina de manejo profilatico dos animais recomenda-se também utilizar piso de concretos
nas baias afim de facilitar a higienizagdo das mesmas, aumentar a altura da cama de palha e
trocé-la com frequéncia evitando o acimulo das fezes (TOMAZIC et al., 2018).

Embora os oocistos sejam resistentes aos desinfetantes comumente utilizados para
higienizar o ambiente, a reducdo da viabilidade destas formas evolutivas pode ser obtida
utilizando produtos quimicos como formol a 10%, amoénia e perdxido de hidrogénio. Além
destas, 0 aquecimento do ambiente acima de 50°C por cinco minutos, congelamento a - 70°C
por uma hora, luz ultravioleta, radiacdo gama, irradiacdo solar e laser podem inviabilizar os
oocistos (PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018).

A associacdo da adogdo das medidas de higiene ao manejo dos animais para reduzir
a ocorréncia dos fatores predisponentes no plantel, também ajuda a minimizar a casuistica
das infecgdes. No caso dos equinos, fatores que reduzam a sua imunidade como o estresse

por superpopulagcdo, desmame precoce e ma nutricdo devem ser evitados. Ja que
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Cryptosporidium sp. pode ser considerado um patégeno oportunista, deve-se também reduzir
a frequéncia de infeccdo dos animais por outros patdgenos gastrointestinais (XIAO; HERD,
1994).

No caso da prevengdo humana, a melhor estratégia é a adocdo de boas préticas de
higiene, incluindo a lavagem das méos antes de preparar os alimentos, depois de utilizar o
banheiro e ap6s o contato com pacientes diarreicos, criangas, animais incluindo os de
producdo. Alimentos consumidos crus como legumes e verduras devem ser lavados
cuidadosamente, aquecidos, cozidos e fervidos antes do consumo. Pacientes com historico
de diarreia devem evitar nadar em recintos de agua compartilhado com outras pessoas, como
piscina de clubes (PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018).

1.1.6 Epidemiologia

1.1.6.1 Dados epidemioldgicos gerais

Embora o nimero de casos de infecgdes humanas no mundo relatados de
criptosporidiose nos Gltimos anos tenha aumentado, com cerca de trés casos para cada
100.000 pessoas, alguns indicadores, como a sintomatologia por exemplo, apontaram que a
frequéncia da infeccdo em seres humanos provavelmente é 100 vezes mais alta do que o
ndmero de casos relatados. A prevaléncia da infeccdo por Cryptosporidium sp. é
significativamente mais baixa em paises desenvolvidos quando comparados aos paises em
desenvolvimento, onde ha falta de saneamento basico. Nestes paises, Cryptosporidium sp.
corresponde a cerca de 10 a 15% dos casos diarreicos que ocorrem em criangas com menos
de cinco anos de idade. Este protozoério tem distribuicdo mundial e parece ser transmitido
principalmente pela &gua, pois ja foi isolado em varios surtos de transmissdo hidrica,
incluindo a agua potavel, bem como agua recreacional (DILLINGHAM et al., 2002;
GERACE et al., 2019). Dentre as outras fontes de infec¢éo ja relatadas incluem-se a bebida
cidra, leite pasteurizado, salada de frango, além de verduras e vegetais. Além disso, baratas,
moscas, besouros e rotiferos ja foram considerados potenciais vetores dos oocistos
(DILLINGHAM et al., 2002)

Cryptosporidium sp. pode parasitar uma ampla variedade de espécies animais,
incluindo animais de produgdo, como bovinos, ovinos, caprinos, suinos, galinhas e peixes,
bem como animais de companhia, destacando-se caes, gatos e equinos. Entre as espécies de
Cryptosporidium sp. que ja foram relatadas em animais de producdo, destacam-se C. parvum

e C. hominis. Estas sdo as que apresentam a maior importancia em saude publica, pois podem
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infectar com frequéncia os seres humanos. Sabe-se que bezerros com menos de dois meses
de idade seguidos por cabritos sdo considerados os principais hospedeiros de C. parvum,
sendo apontados como reservatorios (SANTIN, 2013).

A transmissao do estagio infectante de oocisto de C. parvum ocorre por meio do ciclo
bioldgico antropondtico, ou seja, transmissdo direta pessoa a pessoa, ou zoondtico, a partir
do contato entre animais e 0s seres humanos. Enquanto que, a transmissdo de C. hominis,
ocorre principalmente de forma indireta, a partir da ingestao de alimentos contaminados com
oocistos, mas principalmente a partir da ingestdo de agua contaminada, incluindo agua para
consumo, bem como &guas recreacionais, como piscinas, rios e lagos (DENG et al., 2017).
Médicos veterinarios e demais profissionais que trabalham com animais devem ficar atentos
as medidas basicas de higiene, destacando-se os animais producdo que sdo considerados 0s
principais reservatorios de C. parvum. Cabe ressaltar que fomites contaminados com
oocistos, incluindo vestimentas e cal¢ados, principalmente de tratadores de animais podem
carrear mecanicamente os oocistos, disseminando estas formas evolutivas no ambiente e
entre diferentes hospedeiros (PUMIPUNTU; PIRATAE, 2018).

O oocisto de Cryptosporidium sp. é altamente resistente as substancias a base de
cloro amplamente utilizadas pelas empresas de abastecimento de agua em seu tratamento.
Além disso, o0 oocisto também é resistente ao etanol a 70% e outras preparacdes comerciais
de etanol, comumente utilizadas no manejo sanitario de animais (KARANIS et al., 2007). O
oocisto de Cryptosporidium sp. pode manter-se viavel no ambiente por mais de seis meses
mesmo sob condi¢des variaveis de temperatura, ou seja, entre 5 a 40°C, ao congelamento e
dessecacdo (O’DONOGHUE, 1995). Além disso, tem sido proposto, que o parasito poderia
se multiplicar e se disseminar em meio ambiente, incluindo biofilmes de ducto de agua
(CLODE et al., 2015). Devido & ampla distribui¢cdo em natureza, Cryptosporidium sp., tem
sido considerado um protozoario ubiquo. Baixas doses de oocisto, ou seja, 10 a 100 séo
capazes de causar a infeccdo. Além disso, sabe-se que estas formas evolutivas podem ser
transportadas por longas distancias no ar, ou serem carreados rapidamente na agua devido
ao seu pequeno tamanho (VANATHY et al., 2017).

Surtos de criptosporidiose em seres humanos transmitidos por agua ja foram
notificados em diferentes paises, denotando a importancia do monitoramento desse agente
biolégico. O maior surto que se tem documentado em literatura ocorreu em 1993, em
Milwaukee nos EUA, onde se estima que 403 mil pessoas contrairam criptosporidiose, das
quais 4.400 foram hospitalizadas. A parasitose foi confirmada por meio de anélises

laboratoriais em mais de 600 pessoas, e ndo foi diagnosticado nenhum outro microrganismo
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patogénico ao qual pudesse ser atribuido o surto. A agua proveniente do lago Michigan que
abastecia a cidade, era filtrada e clorada, fatores como o degelo, chuvas (contaminacdo de
origem animal, principalmente pecuaria) e problemas no processo de tratamento de agua
(coagulacdo e filtracdo) podem ter permitido a permanéncia e passagem de oocistos na agua
de abastecimento domiciliar (SOLO — GABRIELE; NEUMEITER, 1996).

As espécies de Cryptosporidium sp. diferem em uma variedade de hospedeiros. A
coevolucdo do hospedeiro-parasito, adaptacdo do hospedeiro, segregacdo geogréafica, a
recombinacdo génica e a pressao seletiva tem ocasionado a formacéo de familias de subtipos
desses protozoarios que parecem apresentar peculiaridades fenotipicas. Estas diferengas nos
subtipos sédo principalmente identificadas nas espécies de C. parvum e C. hominis. De forma
geral, a identificacdo das espécies e dos subtipos/genotipos dos parasitos sao essenciais para
avaliar a origem da infec¢do em seres humanos e a importancia do mesmo na saude publica
(FENG et al., 2018).

Cryptosporidium hominis e C. parvum sdo frequentemente subtipados a partir da
analise do gene gp60. Os subtipos mais prevalentes sdo IbA10G2 e 11aA15G2R1 para C.
hominis e C. parvum, respectivamente (FENG et al., 2018). Em C. parvum,
aproximadamente 20 familias de subtipos ja foram descritas, algumas destas familias como
a llc sdo mais identificadas infectando seres humanos, enquanto que outras como lla e Ild
parecem estar mais adaptadas a outras espécies animais, destacando 0s bovinos no caso do
subtipo lla e ovinos e caprinos no caso de Ild. A distribuicdo das familias de subtipos em
seres humanos varia de acordo com as condi¢cdes econdmicas do local, refletindo aos
diferentes padrGes de transmissdo da criptosporidiose. De forma geral, as infeccdes
zoonoticas de C. parvum sdo causadas principalmente pelos subtipos lla, existindo uma
predominancia do subtipo 11aA15G2R1 (FENG et al., 2018). No caso de C. hominis ja foram
reconhecidas mais de 10 familias de subtipos. Entre os subtipos mais comuns destacam-se
as familias Ia, Ib, Id, le, If e 1g. Os subtipos li e 1k sdo predominantemente detectados em
primatas ndo humanos e equinos. No caso de C. hominis os subtipos predominantes, tanto
em paises desenvolvidos, quanto nos em desenvolvimento é o subtipo IbA10G2, sendo este
0 mais detectado em surtos na Europa, Austrdlia e nos Estados Unidos. Este tem sido
proposto como o subtipo mais virulento de C. hominis e em causar sintomas que duram
longos periodos (FENG et al., 2018). Outras familias genotipicas foram descritas em C.
fayeri, C. cuniculus, C. horse genotype, C. wrairi, Ferret genotype, C. tyzzeri, Mink
genotype, Opossum genotype I, C. ubiquitum, C. erinaci, Chipmunk genotype I, C. viatorum
e Skunk genotype (XIAO; FENG, 2017).
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Além de C. parvum e C. hominis, infectando os equinos ja foi descrito um genétipo
especifico para os mesmos denominado como Cryptosporidium horse genotype. Este foi
descrito pela primeira vez na RepuUblica Checa por Ryan e colaboradores em 2003. No
entanto, em 2007 este mesmo gendtipo foi descrito em bovino na Irlanda por Thompson, em
seres humanos com episodios de diarreia na Inglaterra e no Novo México (XIAO e et al.,
2009. Desta forma foi sugerido que este gendtipo nao era estritamente especifico de equinos,
apresentando, portanto, potencial de transmissao zoono6tico. Dentro desse genotipo, ha duas
familias: Vla que ocorre em potros e bovinos e VVIb em seres humanos. Ainda néo se sabe o
potencial patogénico desse gendtipo nos equinos e nem nos seres humanos, ainda assim
parece gque 0s equinos sdo considerados 0s principais reservatorios desse genotipo para 0s
seres humanos e outras espécies animais (CAFFARA et al., 2013; XIAO et al., 2009).

1.1.6.2 Criptosporidiose em equinos

A criptosporidiose equina foi relatada pela primeira vez por Snider em 1978
acometendo potros arabes imunocomprometidos com diarreia, sugerindo que a infec¢éo nos
equinos estava relacionada ao imunocomprometimento. Contudo, Cryptosporidium sp. ja foi
relatado infectando equinos imunocompetentes em varios paises, sendo a criptosporidiose
equina considerada de distribuicdo mundial (DENG et al., 2017; SANTIN et al., 2013).
Cryptosporidium parvum e C. hominis sdo as principais espécies que infectam os equinos
(DENG et al., 2017). No entanto, informacdes sobre a caracterizacdo molecular dos isolados
de Cryptosporidium spp. recuperados em fezes de equinos s&o muito limitadas (SANTIN et
al., 2013). Os principais fatores de risco associados a infeccdo em equinos é a idade, sendo
0S mais jovens 0s mais susceptiveis, incluindo os potros e os animais adultos jovens
(SANTIN et al., 2013; XIAO; HERD, 1994). Além disso, paredes e assoalhos de unidades
perinatais de potros e o habito do equino em pastar em locais comuns com ruminantes, bem
como manter potro por longos periodos junto a égua sdo considerados fatores de risco para
0s animais se infectarem por este parasito (XIAO; HERD, 1994).

O primeiro relato de Cryptosporidium andersoni em equinos ocorreu em animais
mantidos na Provincia de Heilongjiang, China. Amostras fecais de 29 equinos adultos com
diarreia foram coletadas ap6s a defecagdo de cada animal. Estas foram submetidas a técnica
de centrifugo flutuagdo com solucdo de sacarose, para concentrar 0S 0OCiStos.
Posteriormente, o material foi lavado sob centrifugacéo para retirar a solugéo de sacarose e
mantido em solucdo de dicromato de potassio a 2,5%. Previamente a extracdo do DNA, o
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material fecal foi submetido a varias etapas de centrifugacdo para retirar a solucdo de
dicromato de potassio. A caracterizacdo da espécie do protozoario foi realizada com
amplificacdo do fragmento do RNAr e a genotipagem com amplificacéo das regides MS1,
MS2, MS3, MS4, que sdo genes responsaveis na expressdo de diferentes proteinas. Duas
amostras foram identificadas como C. andersoni gendtipo A4,A4,A4,A1, que é normalmente
encontrado infectando ruminantes, especialmente bovinos (LIU et al., 2015).

Ainda na China, um total de 262 amostras fecais foram coletadas de equinos
assintomaticos de diferentes idades e sexo, que pastavam em cinco propriedades. Estas
amostras foram submetidas reacdo em cadeia da polimerase associada ao sequenciamento
com os alvos génicos 18S RNAr e gp60. Cryptosporidium sp. foi detectado infectando 7
(2,7%) animais. Dessas amostras positivas, todas pertenciam a potros e apresentavam
sequéncias similares a Cryptosporidium horse genotype. Ao analisar as sequéncias por meio
da amplificacdo da gp60 foi evidenciado o subtipo VIaA15G4. Este foi o primeiro isolado
de C. horse genotype em equinos que pastavam na China (QlI et al., 2015).

Afim de entender a diversidade genética de Cryptosporidium spp. em equinos e
asininos, foram caracterizados molecularmente cinco amostras fecais de equinos e 82 de
asininos ja sabidamente positivas por técnicas parasitoldgicas microscopicas. O parasito foi
caracterizado por meio da PCR RFLP com alvo génico 18S RNAr, bem como pela PCR
associado ao sequenciamento dos alvos génicos hsp 70, actina e gp60. A caracterizagdo
molecular foi realizada em quatro amostras de equinos, sendo um animal identificado como
Cryptosporidium hominis genotipo IKA16G1 e trés animais com Cryptosporidium parvum
IIdA19G1. Ja em 61 asininos foi identificado a espécie C. hominis, e 0s seguintes genotipos
IkA16G1 em 58 individuos, IkA16 em dois, C. parvum IIdA19G1 em 18 e C. horse genotype
em quatro equinos, sendo dois V1aA15G4 e dois V1aA15G3 (JIAN et al., 2016).

No sudoeste da China, Cryptosporidium spp. foi caracterizado molecularmente em
seis (1,8%) amostras fecais de equinos, de racas ndo relatadas, dentre as 333 amostras
coletadas de diferentes fazendas. A positividade para o protozoario foi pesquisada
diretamente por meio da PCR, primeiramente utilizando o gene que amplifica para o pequeno
fragmento do RNAr. A idade dos equinos positivos para Cryptosporidium sp. variou entre 2
e 3 anos. Além do RNAr, a identificacdo de C. hominis foi confirmada utilizando o gene
COWP e hsp 70. A identificacdo do gendtipo foi realizada a partir dos pares de primers que
amplificam o gene da gp60. Duas amostras foram caracterizadas como C. hominis genétipo
IdA15, sendo o subtipo Id pela primeira vez identificado em equinos, e as outras quatro
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amostras pertenciam a C. andersoni, espécie amplamente detectada em bovinos (DENG et
al., 2017).

Em Taiwan, fezes de 436 equinos foram coletadas de 19 propriedades, sendo
posteriormente analisadas por meio de técnicas coproparasitolégicas de coloracéo
permanente com solucdo de Ziel Neelsen. Das fezes coletadas, 161 (37%) foram positivas
para Cryptosporidium sp.. A partir dessas analises, 33 amostras fecais positivas foram
selecionadas para caracterizacdo molecular, pois apresentaram mais de 100 oocistos a cada
cinco campos de leitura no microscépio. Ao fim, na anélise molecular das amostras com a
PCR associada ao sequenciamento do alvo génico 18S RNA, foi possivel evidenciar que 31
amostras apresentavam sequéncias nucleotidicas compativeis com Cryptosporidium parvum
e duas com Cryptosporidium felis (GUO et al., 2014).

Vérias espécies de hospedeiros foram submetidas a diagndstico de Cryptosporidium
sp. na Jordania afim de identificar frequéncia do parasito, bem como caracteriza-lo
molecularmente. Dentre as amostras fecais, seis pertenciam a equinos que foram submetidos
a coleta diretamente da ampola retal ou logo ap6s a defecagdo. O diagndstico do parasito foi
realizado com a PCR em tempo real com o alvo génico 18S RNAr, bem como por meio da
PCR convencional associado ao sequenciamento com 18S RNAr e gp60. Em uma amostra
fecal foi verificado a presenca de sequéncias nucleotidicas compativeis com C. parvum. Ja
em outras duas amostras fecais foram identificadas sequéncias novas que nao foram 100%
compativeis com nenhuma previamente depositada no Genbank. No entanto, ndo foi
evidenciado sucesso com a PCR utilizando como alvo génico gp60 (HIJJAWI et al., 2016).

Na Pol6nia, fezes de 106 equinos de diferentes racas foram submetidas a pesquisa de
Cryptosporidium sp., por meio da técnica de coloragdo permanente de Ziehl Neelsen e 43
foram escolhidas aleatoriamente e submetidas ao o0 ensaio imunoenzimatico para pesquisar
antigeno do protozoario no material fecal. Das amostras coletadas, a positividade para o
parasito pela técnica de Ziehl Neelsen foi de 9,4%. A espécie Cryptosporidium parvum foi
diagnosticada mediante a mensuragdo dos oocistos recuperados e corados na técnica de Ziehl
Neelsen presente nas amostras, estes apresentavam mensuracdo média de 4,4 um de largura
por 4,4 um de comprimento. Dentre as 43 amostras submetidas ao ensaio imunoenzimatico,
sete apresentaram coproantiegnos do protozoario (MAJEWSKA et al., 1999).

No oeste da Pol6nia, amostras fecais de 318 equinos de racgas ndo relatadas destinados
a corridas, recreagédo e equoterapia para criancas foram testadas para Cryptosporidium sp.
por meio da técnica de coloracdo permanente com Ziehl Neelsen, e confirmacdo para

Cryptosporidium parvum com 0 ensaio imunoenzimatico, imunofluorescéncia direta e
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hibridizacdo imunofluorescente in situ. A partir da coloracdo permanente foi detectado onze
(3,5%) equinos positivos com oocisto de Cryptosporidium sp., sendo que todos foram
confirmados como C. parvum. Os equinos positivos apresentaram faixas etarias que
variaram entre 1 a 11 anos de idade e o tamanho médio dos oocistos foi de 4,74 (+0,52) por
4,64 (+0,31) (MAJEWSKA et al., 2004).

Na Argélia, 138 amostras fecais de equinos foram coletadas de duas fazendas, sendo
16 amostras coletadas da fazenda A e 122 da fazenda B. O diagnostico molecular de
Cryptosporidium sp. foi realizado em todas as amostras fecais coletadas por meio da reacao
em cadeia da polimerase seguida do sequenciamento utilizando primers que amplificam o
fragmento génico 18S RNAr e a glicoproteina gp60. Cryptosporidium sp. foi somente
detectado em quatro amostras (3%) fecais oriundas da fazenda B. Todas as sequéncias foram
caracterizadas como Cryptosporidium hedgehog genotype Xllla, sendo todos os equinos
positivos de idade adulta (LAATAMNA et al., 2013).

Em 2015, também na Argélia, amostras fecais de 219 equinos e 124 de asininos
foram coletadas diretamente da ampola retal ou logo apdés a defecacdo. Estas foram
submetidas a pesquisa de Cryptosporidium sp., bem como a caracterizacdo de espécie e
gendtipo por meio da reacdo em cadeia da polimerase utilizando como alvo génico RNAr
18S, gp60, trap-C1, COWP e hsp70. Ao todo foram detectadas sete amostras fecais positivas,
destas, quatro foram caracterizadas como C. parvum genétipo 11aA16G1R1, um C. hominis
genotipo IkA15G1 e dois C. muris um genotipo TS03 e 0 outro RN66. De forma geral, ndo
foi evidenciado associacdo entre a idade, o sexo dos animais com a infeccdo e nem foi
verificado sintomas de diarreia entre os animais positivos. O genoétipo do C. parvum
identificado é amplamente detectado, sendo este o primeiro estudo que identificou tal
genotipo em equinos (LAATAMNA et al., 2015).

Na Italia a prevaléncia e os fatores de risco associados a infeccdo para
Cryptosporidium sp. foram analisados em 120 potros e 30 éguas mantidos em diferentes
propriedades. Trés amostras fecais foram coletadas de cada animal e a analisadas por meio
da reacdo de imunofluorescéncia direta, coloragdo permanente de Ziehl - Neelsen
modificada e centrifugo flutuacdo com solucdo de sacarose. Uma vez positiva em algumas
dessas técnicas, as amostras eram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase associada
ao sequenciamento tendo como alvo o gen COWP. Cryptospordium sp. foi detectado em 12
(8%) amostras por meio da Imunofluorescéncia, em 7 (4,66%) pela centrifugo flutuacéo e
em 4 (2,66%) com a coloragdo permanente. Na analise das sequéncias nucleotidicas obtidas
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dos 12 isolados foi possivel identificar perfil compativel com Cryptosporidium parvum
(VERONESI et al., 2010).

Cryptosporidium sp. foi detectado em fezes de éguas e de seus potros que
apresentavam historico de diarreia. Ao todo foram incluidas no estudo 37 pares (éguas e seus
potros), sendo coletadas duas amostras fecais de cada égua e trés de cada potro. As fezes
foram submetidas ao ensaio imunoenzimatico para pesquisa de antigeno de Cryptosporidium
sp. As amostras positivas no ELISA foram submetidas a reacdo em cadeia polimerase
associada ao sequenciamento com tendo como alvo o gen COWP. Quatro amostras fecais
do par (potro/égua) foram positivas para Cryptosporidium sp. pelo ELISA, destas todas
foram caracterizadas molecularmente como Cryptosporidium parvum. Dos 37 potros
incluidos no estudo, somente um apresentava diarreia intensa no momento do estudo e foi
positivo para C. parvum (PERRUCCI et al., 2011).

Na Italia, 37 amostras fecais de potros hospitalizados foram submetidas a diagndstico
molecular de Cryptosporidium sp. Estas foram submetidas a extracdo de DNA, e a anélise
molecular por meio da amplificacdo do fragmento génico do RNAr 18S, bem como do gen
gp60. A partir das mesmas foi possivel verificar que trés amostras apresentaram sequéncias
nucleotidicas compativeis com C. parvum e 11 apresentaram amostras com Cryptosporidium
horse genotype, destas sete foram classificadas genotipicamente como VIaA15G4. Este
gendtipo ja foi detectado em outros animais incluindo seres humanos, sendo 0s equinos
considerados 0s principais reservatérios. Dos potros positivos, cinco tinham diarreia, sendo
dois positivos para C. parvum e trés para Cryptosporidium horse genotype (CAFFARA et
al., 2013).

Na Italia, a pesquisa de Cryptosporidium sp. foi realizada de 37 potros e de 36 éguas
hospitalizadas em Unidade Perinatal. Multiplas amostras de dias distintos foram coletadas
dos animais, a partir da ampola retal. Além disso, 111 amostras ambientais foram coletadas
do assoalho e da parede da Unidade Perinatal por meio de gaze. Todas as amostras, incluindo
as fezes e as ambientais que foram submetidas & analise molecular por meio da reacdo em
cadeia da polimerase e enzima de restri¢do tendo como alvo o gen 18 S RNAr, e as amostras
positivas na PCR com 18S foram submetidas a PCR e sequenciamento com o alvo gp60.
Além disso, as amostras fecais foram submetidas a coloracdo permanente com Ziehl
Neelsen. Todas as éguas foram negativas para Cryptosporidium sp. e dos 37 potros, 14 foram
positivos, sendo estes somente detectados na técnica de coloracdo permanente. Quatro potros
foram positivos para C. parvum, enquanto 10 foram positivos para C. horse genotype. Desses

animais, quatro apresentaram sequéncias mistas de C. parvum e C. horse genotype. Os
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gendtipos identificados foram para C. parvum 11dA21G1, 11dA22G1 em um animal cada e
I1aA23R1 em dois. Ja o genotipo de C. horse genotype foi VIaA15G4, que foi detectado em
cinco potros (GALUPPI et al., 2015).

Ainda na Italia, a contaminacdo ambiental com oocistos de Cryptosporidium sp. em
Unidade Perinatal de equinos foi analisada. Amostras ambientais recuperadas com gaze
estéril foram coletadas, tanto dos assoalhos, quanto das paredes dos boxes da Unidade. Estas
foram coletadas em trés momentos distintos, apds o final da estacdo de gestacdo, apds os
procedimentos de lavagem e apds lavagem e desinfeccdo. Todas as amostras foram
submetidas a PCR convencional do tipo nested e a PCR em tempo real com o alvo génico
18S RNAr. Cryptosporidium sp. foi detectado em 14 amostras dentre as 175 coletadas, sendo
11 das paredes e trés do assoalho. Uma menor quantidade de oocistos foi detectada por meio
da PCR em tempo real nas amostras que foram coletadas ap6s o procedimento de
desinfeccdo. Ao se comparar o resultado das técnicas moleculares, os autores relataram que
sete amostras foram detectadas por ambas as PCRs, seis somente pela PCR em tempo real e
uma somente pela PCR convencional. Além disso, a partir da genotipagem com o alvo
génico da gp60 foi identificado a positividade para C. parvum 11aA15G2R1 e 11dA23G1 em
duas amostras cada e Cryptosporidium horse genotype VIaAl5G4 em quatro amostras
(PIVA et al., 2016).

No Reino Unido, entre 1991 e 1994, foi realizado um estudo para detectar agentes
infecciosos que poderiam estar associados com a diarreia em potros, incluindo a pesquisa de
Cryptosporidium sp. O material incluido no estudo foi encaminhado por médicos
veterinarios locais e o diagnostico deste protozoario ocorreu a partir da pesquisa de oocistos
utilizando a técnica de coloracdo permanente como a auramina fenol e a confirmacdo desta
técnica foi realizada com a imunofluorescéncia. Dentre as 588 amostras fecais coletadas e
analisadas, 17% estavam positivas para Cryptosporidium sp., sendo esta positividade
diretamente associada a infeccdo (NETHERWOOD et al., 1996).

Ainda no Reino Unido, um estudo de prevaléncia de Cryptosporidium sp. que durou
cerca de seis anos foi realizado em fazendas no estado de Warwickshire, Reino Unido. Neste
estudo amostras fecais de varias espécies animais foram coletadas, incluindo ruminantes,
equinos e roedores. Cryptosporidium sp. foi detectado por meio da técnica de coloragédo
permanente de Ziehl-Neelsen. Dentre 0s 416 equinos incluidos no estudo, 37 (8,9%) foram
positivos para Cryptosporidium sp., sendo o maior nimero de amostras fecais positivas
detectadas durante o outono (STURDEE et al., 2003).
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Também no Reino Unido, Chalmers et al. (2005) analisaram 52 amostras fecais de
equinos de diferentes faixas etarias, incluindo potros e adultos. As amostras fecais foram
submetidas a reacdo de imunofluorescéncia direta, sendo as positivas nesta técnica
posteriormente submetidas a reacdo em cadeia da polimerase para amplificar fragmentos de
proteinas de parede do oocisto e do RNAr e posteriormente a caracterizagdo molecular
realizada por meio de enzimas de restricdo. Cryptosporidium sp. foi detectado em duas
amostras de potros, sendo estes caracterizados como Cryptosporidium parvum genétipo 2.

Na Inglaterra e em Wales foi realizado um estudo que tinha como objetivo investigar
fazendas suspeitas, pois ja tiveram casos de criptosporidiose humana. Amostras fecais de
varias espécies animais foram coletadas, dentre os equinos, 12 amostras foram
individualmente coletadas de cada animal. As amostras foram submetidas a
imunofluorescéncia direta, bem como a reacdes em cadeia da polimerase por meio de PCR
multiplex, a PCR e enzimas de restricdo tendo como alvo o 18S RNAr e a PCR com
sequenciamento para 0 alvo génico gp60 para caracterizacdo genotipica. Pela
imunofluorescéncia direta foram evidenciadas trés (25%) amostras positivas para
Cryptosporidium sp. Dessas, somente em uma foi possivel caracterizar a espécie como
Cryptosporidium parvum (SMITH et al., 2010).

Fezes de 79 pbneis em vida livre do Norte da Peninsula Ibérica foram coletadas logo
apos a defecagdo. A pesquisa de Cryptosporidium spp. foi detectada pela imunofluorescéncia
direta, bem como pela reacdo em cadeia da polimerase seguida do sequenciamento com 0s
alvos génicos 18S RNAr e hsp 70. Ao todo, 10 (12,6%) amostras fecais foram positivas para
Cryptosporidium parvum, sendo que trés foram detectadas pela imunofluorescéncia e sete
pela PCR associada ao sequenciamento. Dessas, somente trés amostras amplificaram na PCR
com o alvo gp60. A partir do sequenciamento foi evidenciado o genétipo 11aA15G2R1 em
duas amostras e 0 gen6tipo 11aA16G3R1 em uma (COUSO-PEREZ et al., 2020).

Na Republica Tcheca, isolados de Cryptosporidium spp. foram caracterizados de
uma variedade de espécies de hospedeiros utilizando a reacdo em cadeia da polimerase
associada ao sequenciamento com o gen RNAr18S e hsp70. Ao todo foram incluidos no
estudo amostras fecais de dois potros que pertenciam ao Zoologico de Praga, sabidamente
positivas para o protozoario por meio de técnica de microscopia. Uma amostra foi positiva
pelo RNAr sendo classificada como Cryptosporidium horse genotype, e a outra para
Cryptosporidium parvum no gen que codifica para a proteina heat shock protei hsp70
(RYAN etal., 2003).
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Na Republica Tcheca, a diversidade das espécies de Cryptosporidium sp. foi
caracterizada em amostras fecais de diferentes espécies de hospedeiros ja sabidamente
positivas para o protozoario por meio de técnica microscépica. Foram incluidas trés amostras
fecais de equinos, j& sabidamente positivos. Estas foram analisadas por meio da reagdo em
cadeia da polimerase com o gen do 18S RNAr e o gen COWP. As trés amostras foram
positivas para Cryptosporidium parvum pela anélise das sequéncias do 18S RNAr e somente
uma para Cryptosporidium parvum pelo gen COWP (HAJDUSEK et al., 2004).

A frequéncia de Cryptosporidium sp. e Giardia duodenalis também foi pesquisada
em amostras fecais de potros com uma semana a seis meses de idade mantidos em diferentes
propriedades na Bélgica, Holanda, Alemanha e Grécia. Apo6s a coleta diretamente da ampola
retal os parasitos foram pesquisados por meio da reacdo de Imunofluorescéncia direta
(RIFD). Das 398 amostras fecais coletadas, oito (2%) foram positivas para Cryptosporidium
sp. e 49 (12,3%) para Giardia duodenalis por meio da RIFD. Somente duas amostras foram
caracterizadas genotipicamente para Cryptosporidium como horse genotype por meio da
amplificacdo do alvo 18S RNAr e do gen hsp. Nenhum oocisto de Cryptosporidium sp. foi
detectado em potros em propriedades na Alemanha e Holanda, tendo sido detectado somente
em equinos da Bélgica e Grécia (KOSTOPOLOU et al., 2015).

Amostras fecais foram coletadas de 352 equinos de diferentes faixas etarias em 23
propriedades localizadas na Republica Tcheca e Pol6nia, sendo todas analisadas por meio
de técnicas microscopicas de coloracdo de anilina — carboximetil — violeta e por meio da
reacdo em cadeia da polimerase com primers que amplificam as regides do gen 18S RNAr
e 0 gen da gp60. Amostras fecais positivas para C. muris foram adicionalmente genotipadas
por meio de quatro marcadores minissatélites. Cryptosporidium sp. foi detectado por meio
dareacdo em cadeia da polimerase em 12/352 (3,4%) amostras, sendo evidenciado em quatro
propriedades. Nenhuma das amostras testadas na microscopia foi positiva. Além disso, ndo
foi evidenciado associacdo significativa entre a idade, sexo, a presenca de diarreia nos
animais e nem entre o sistema de manejo utilizado. Contudo, Cryptosporidium sp. foi
somente detectado em propriedades onde 0s equinos pastavam durante o dia e permaneciam
estabulados durante a noite. A partir das analises das sequéncias foi detectado em nove
amostras com C. muris genotipos (MS1-M1, MS2-M4, MS2-M7 e MS16-M1), um com C.
parvum [1aA15G2R1, um com C. tyzzeri IXbA22R9 e um com Cryptosporidium horse
genotype (WAGNEROVA et al., 2015).

Um estudo de criptosporidiose neonatal em potros com diarreia foi conduzido na

Nova Zelandia. As amostras fecais destes animais foram testadas por meio das técnicas de
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coloracdo permanente de Ziehl Neelsen. Além disso, as amostras positivas para
Cryptosporidium sp. foram caracterizadas molecularmente a nivel de espécie por meio do
alvo 18S RNAr. Doze amostras fecais de potros com diarreia foram analisadas, sendo trés
positivas para Cryptosporidium parvum. Também, foi realizada uma investigacao
epidemioldgica na propriedade de origem dos equinos, onde evidenciou-se histéricos de
diarreia nos potros, bem como a presenca de bovinos e caprinos, que compartilhavam o pasto
com os portos e suas mées (GRINBERG et al., 2009).

Em 1978 nos Estados Unidos foi relatado pela primeira vez em cinco potros arabes
imunocomprometidos que foram a O6bito a infeccdo por Cryptosporidium sp.. Eles
comecaram a apresentar diarreia, receberam terapia de suporte mas acabaram indo a obito.
Apdbs a necropsia, foram recuperados fragmentos de tecidos que foram corados por
hematoxilina eosina e Giemsa, bem como por microscopia eletrénica. Diferentes formas
evolutivas de Cryptosporidium sp. foram evidenciadas na mucosa intestinal dos potros.
Além do imunocomprometimento, a permanéncia desses animais em locais previamente
ocupados por bovinos e ovinos foram considerados os principais fatores que favoreceram a
infeccdo dos animais (SNYDER et al., 1978).

Também nos Estados Unidos, fezes de 14 potros Quarto de Milha, trés fémeas e onze
machos, bem como de suas maes foram coletadas em quatro momentos distintos, afim de
pesquisar a frequéncia de Cryptosporidium sp.. Todas as amostras foram submetidas a
centrifugo flutuacdo. No entanto, em nenhuma amostra fecal foi detectada forma evolutiva
de Cryptosporidium sp.. (REINEMEYER et al., 1984).

Oocistos de Cryptosporidium sp. foram detectados por meio da centrifugo flutuacéo
associada a microscopia de contraste de fase em dois potros imunocompetentes com diarreia
no Canadd. Em ambos os relatos de casos clinicos Cryptosporidium sp. foi considerado o
agente etiologico das infec¢bes. Um dos potros era macho e possuia somente dois dias de
vida e apesar de recebido tratamento de suporte, foi a 6bito. A partir do da microscopia dos
tecidos do potro que foi a 6bito foi possivel observar varios estagios do parasito infectando
os enterdcitos. J& o segundo potro era uma fémea de seis semanas de idade que apresentou
uma cura espontanea do quadro diarreico. Estes foram considerados os primeiros relatos de
casos clinicos de criptosporidiose infectando potros imunocompetentes (GAJADHAR et al.,
1985).

No estado da Carolina, Estados Unidos nenhuma das amostras fecais de equino
dentre as 91 analisadas foram positivas para Cryptosporidium sp. e Giardia duodenalis,

utilizando técnicas de imunofluorescéncia direta, bem como por meio de técnica de
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centrifugo flutuacéo. Os autores ressaltaram que o resultado negativo, pode estar diretamente
associado a baixa amostragem, pois a prevaléncia do parasito nos equinos desta regido estava
abaixo de 3,2% (JOHNSON et al., 1997).

No Alabama, Estados Unidos, oocistos de Cryptosporidium sp. foram detectados em
um garanh&o da raca Quarto de Milha que tinha dois anos e meio de idade. Este equino
apresentou diarreia durante trés dias e flatuléncias. No Hospital Veterinario, o equino foi
colocado em isolamento e recebeu tratamento de suporte por meio de solugédo
hidroeletrolitica e flunexin meglumine via intravenosa, pois o animal ja apresentava sinais
de desidratacdo. VVarios testes laboratoriais foram realizados, incluindo exame hematoldgico,
bioquimico, avaliacdo do fluido peritoneal e exames coproparasitoldgicos de sedimentacao
e flutuacdo. No diagnostico coproparasitoldgico cinco amostras fecais foram coletadas e
submetidas a culturas bacterianas e a imunofluorescéncia para pesquisa de Cryptosporidium
sp.. Todas as cinco amostras foram positivas para o protozoario, e 0 mesmo foi considerado
0 agente biologico causador da enterite. Trés dias ap6s admissdo no hospital o equino
comecou a apresentar melhora no quadro clinico, e logo apds sete dias as fezes ja
apresentavam a consisténcia firme. O controle de cura, ou seja, mais amostras fecais foram
coletadas duas semanas ap0s o tratamento, ndo sendo mais detectado oocisto no material
fecal do animal (MCKENZIE; DIFFAY, 2000).

A partir de um estudo retrospectivo de analise de 233 casos clinicos de diarreia em
potros com idade menor ou igual a 10 meses de idade foi realizado na Florida, EUA. Os
relatos de casos foram recuperados de animais que haviam sido internados no Centro Médico
Veterindrio da Universidade da Florida. A partir desse levantamento varios agentes
infecciosos foram incriminados como causadores de diarreia em potros, incluindo
Cryptosporidium sp.. Por meio da realizagcdo da técnica parasitologica microscépica de
coloracdo permanente foi evidenciado 3 (1,3%) potros positivos para Cryptosporidium sp.
(FREDERICK et al., 2009).

Um estudo seccional para analisar a prevaléncia de Cryptosporidium sp. em 14
fazendas que treinavam equinos destinados ao turfe em Nova York, Estados Unidos foi
realizado. Fezes de 175 potros entre 4 a 67 dias de vida e de 174 éguas foram coletadas a
partir da ampola retal ou logo apés a defecacdo. Estas foram submetidas a reacdo de
imunofluorescéncia direta. Nas amostras dos potros a prevaléncia evidenciada foi de 7,4%
(13/175), enquanto que nas éguas foi evidenciado 1,7% (3/174) de positividade. Todas as
amostras dos potros foram submetidas a caracterizagdo molecular por meio da PCR RFLP
para da analise do gene 18S RNAr, sendo evidenciado 5,1% (9/175) das amostras com perfil
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compativel com Cryptosporidium sp.. O subtipo de Cryptosporidium sp. destas amostras foi
caracterizado a partir da analise do gene da gp60, tendo sido verificado a presenca do subtipo
Cryptosporidium horse genotype (V1aA14G2). De forma geral, os potros mais velhos foram
0S que apresentaram positividade para o protozoario. No entanto, ndo foi verificado
associacao significativa da positividade parasitaria com a consisténcia fecal da amostra
(BURTON et al., 2010).

A partir de um ensaio de biologia molecular de PCR multiplex em tempo real foi
possivel detectar varios agentes infecciosos em fezes de potros em Kentuchy, EUA. Ao todo
foram incluidos neste estudo em painel, fezes de 88 potros da raca Puro Sangue Inglés com
ou sem diarreia nascidos em diferentes propriedades. Ao todo Cryptosporidium sp. foi
detectado em 4 (11%) potros saudaveis e em 14 (27%) doentes, ou seja, como agente
etioldgico, possivel causador do quadro diarreico (SLOVIS et al., 2014).

Ainda nos EUA, Cryptosporidium sp. foi pesquisado em fezes de 34 equinos da raca
Mustangue americano de Oregon e pbneis Chincoteague em vida livre da Virginia. O
material fecal de cada animal foi coletado logo apds a defecacdo e posteriormente foram
submetidos a pesquisa do protozodrio por meio da rea¢do em cadeia da polimerase associada
ao sequenciamento dos genes 18SRNAr e gp60. Cryptosporidium sp. foi detectado em 28/84
(33,3%) amostras fecais. Em 20 amostras fecais foram identificadas sequéncias
nucleotidicas compativeis com Cryptosporidium parvum, sendo as amostras pertencentes a
trés equinos mustangues e 17 poneis. Os gendtipos de C. parvum identificados foram
I1aA17G2R1 em trés mustangues, 11aA13G2R1 em dois poneis e 11aA15G2R1 em oito
poneis (WAGNEROVA et al., 2016).

Em 1997, varias espécies de animais mantidas em diferentes fazendas foram
submetidas a pesquisa de Cryptosporidium sp.. Nesta amostragem foram incluidas 35
amostras fecais de equinos coletadas individualmente. Previamente, para recuperar 0sS
oocistos do protozoario, as fezes foram submetidas a centrifugo flutuacdo com solucédo de
sacarose. Esta solucdo de sacarose foi removida por centrifugacdo em agua, sendo o material
posteriormente submetido a imunofluorescéncia direta. Ao todo, trés (17%) equinos estavam
positivos para Cryptosporidium sp. (OLSON et al., 1997).

No Brasil, a prevaléncia de Cryptosporidium sp. e Giardia duodenalis foi pesquisada
em equinos estabulados no Jockey Clube de Santa Maria, Rio Grande do Sul. As amostras
fecais foram coletadas diretamente da ampola retal de 64 animais e foi analisada por meio
da técnica de centrifugo flutuacdo de sulfato de zinco. Nestas amostras ndo foram detectados
cistos de Giardia duodenalis, mas foi diagnosticado oocistos de Cryptosporidium sp. em
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75% das mesmas. De forma geral, ndo foi verificado diferenca estatistica significativa na
prevaléncia do parasito entre 0s potros, 0s equinos jovens e 0s equinos adultos e nem entre
0 sexo dos animais (GOMES et al., 2008).

No Rio de Janeiro, protozoarios gastrointestinais foram pesquisados em trés tipos de
criatorios de equinos com diferentes manejos. Ao todo foram coletadas amostras fecais de
396 equinos, sendo que 212 eram da raca Mangalarga Machador mantidos em criatérios do
tipo A localizados em diferentes municipios do interior do estado. Os criatérios denominados
do tipo B, na verdade, correspondiam a Corporagdes Militares que mantinham 154 equinos.
Ja o grupo C, compreendia ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), que mantinha 30
equinos capturados de estradas e rodovias. Amostras fecais coletadas diretamente da ampola
retal desses animais foram submetidas a técnicas coproparasitologicas de coloracdao
permanente com solucdo de safranina e a técnica de flutuacdo com solugdo de sacarose.
Oocistos de Cryptosporidium sp. foram identificadas em trés amostras (0,75%), cistos de
Giardia sp. em duas amostras (0,5%), e oocistos de Eimeria leuckarti em duas amostras
(0,5%). Os diametros maiores dos oocistos de Cryptosporidium sp. detectados variaram
entre 3,88 um a 6,22 um, enquanto que o tamanho do pequeno diametro variou entre 3,16 a
4,38 um. Equinos mantidos no CCZ foram o0s que apresentaram a maior frequéncia de
positividades para os trés protozoarios, ndo tendo sido observado associacdo significativa da
idade com as infec¢des (SOUZA et al., 2009).

Em Santa Maria, também Rio Grande do Sul, Cryptosporidium sp. foi detectado em
20 equinos, representando 38,5% dentre os 52 incluidos no inquérito. Estes equinos eram
utilizados para tracdo, viviam na comunidade e estavam em contato direto com esgoto. As
fezes destes animais foram coletadas diretamente da ampola retal e foram submetidas a
técnica de centrifugo flutuagdo com solucdo de sulfato de zinco. Ndo foi verificado diferenca
estatistica significativa entre potros (até dois anos de idade) e os equinos adultos jovens (dois
a 0ito anos) e os potros e equinos adultos (oito a 20 anos de idade), também nao foi verificado
diferenca significativa entre machos e fémeas em relagdo a frequéncia de positividade para
Cryptosporidium sp.. Além disso, nenhum equino positivo apresentou diarreia (TOSCAN et
al., 2010).

Em 2014, Fuji e colaboradores ao pesquisarem a frequéncia de Cryptosporidium sp.
em 108 equinos de dois centros de treinamento (CT) em Curitiba, Parana utilizando a técnica
de coloracdo de permanente de Ziehl-Neelsen modificada evidenciaram positividade para o
protozoario em 18,52% (20/108). Desses, a frequéncia do parasito foi de 4,16% (2/48) no
CT1ede 30% (18/60) no CT2. No CT1 35 equinos eram machos e 13 eram fémeas dos quais
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41 eram de raca pura e sete eram sem raga definida (SRD) e no CT2 48 eram machos e 12
eram fémeas, sendo 15 de raca pura e 45 SRD. As variaveis idade e sexo ndo foram
significativas na frequéncia do protozoario. No entanto, quando se comparou 0s dois centros
de treinamento foi observada uma baixa ocorréncia de animais positivos para
Cryptosporidium sp. no CT1 quando comparado com o CT2. No CT1 os animais passavam
menos tempo confinados, saindo de suas baias para treinamento e competicoes, o que difere
do CT2 onde os equinos ficavam a maior parte do tempo confinados. A limpeza diaria das
baias era efetuada duas vezes no CT1 e uma vez no CT2, o que poderia explicar a maior
proporcao de animais positivos encontrados no CT2, pois o tipo de manejo adotado favorecia
0 acumulo de fezes no ambiente.

Em fazendas localizadas em diferentes municipios do estado de Sdo Paulo foram
analisadas fezes de 196 equinos, sendo 98 fémeas e 98 potros de vérias ragas. A idade dos
potros variou de trés a 330 dias e dentre eles 59 eram machos e 39 eram fémeas. As fezes
foram coletadas da ampola retal e a técnica laboratorial utilizada foi a coloracdo permanente
de Kinyoun modificada. Dentre esses animais, 50 eram da ra¢a Quarto de Milha, 42 eram
Mangalarga Machador, 5 eram Paint Horse e um era da raca Crioula. Os potros foram
divididos em dois grupos, animais com mais de 60 dias de idade e com menos de 60 dias.
As amostras foram classificadas de acordo com sua consisténcia e coloracdo. A frequéncia
geral de Cryptosporidium sp. foi de 21,4% (21/98) nos potros e 18,4% (18/98) nas éguas. A
positividade para Cryptosporidium sp. apresentou associacdo significativa com a raca do
animal e com a idade, pois foi mais detectado proporcionalmente nos animais das racas
Crioula, Paint Horse, Quarto de Milha e pouco detectado nos Mangalargas. Além disso, 0s
potros com menos de 60 dias de idade foram 0s que apresentaram a maior frequéncia
(INACIO et al., 2012).

Também no estado de Sdo Paulo 92 amostras de equinos de diferentes racas de 11
fazendas localizadas nos municipios de Aracatuba, Birigui, Guararapes e Santo Antdnio de
Aracangua foram examinadas por meio de técnicas moleculares para pesquisa de
Cryptosporidium sp.. As amostras fecais foram submetidas a extracdo de DNA e a reagao
em cadeia da polimerase do fragmento génico 18S RNAr. Além disso, na confirmacéo da
espécie do protozoario foram amplificados fragmentos dos genes que codificam para actina
e para a proteina hsp70. Para a pesquisa do genotipo foram utilizados primers que
amplificam o fragmento génico da gp60. De acordo com a analise molecular do fragmento
génico 18s RNAr, 21,7% (20/92) das amostras foram positivas para Cryptosporidium sp..

No entanto, a caracterizacdo molecular para espécie s6 foi possivel em cinco amostras.
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Destas, trés pertenciam a C. parvum gendtipo 11aA18G3RI e duas a C. hominis, genétipo
IkA20G1. De forma geral, ndo foi evidenciada associacao significativa entre a infeccdo a
idade e o sexo do animal, e nem entre a consisténcia fecal das amostras coletadas (INACIO
etal., 2017).

Abaixo segue um quadro resumindo os artigos que detectaram Cryptosporidium sp.

em equinos criados em diferentes paises (Quadro 4).



48

Quadro 4. InformacGes sobre local de estudo, amostragem, diagnéstico laboratorial, resultados, genotipo identificado, bem como fatores de risco evidenciados em estudos

epidemioldgicos sobre criptosporidiose equina realizados em diferentes paises.

Autores Local do estudo Tipo de populagdo Amostras Técnicas laboratoriais

Centrifugo flutuacdo com sacarose,

29 fezes diarreicas coletadas PCR 185 ¢ tipagern de sequéncias

Equinos adultos diarreicos

Liu et al. (2015) China (2,527 anos de idade) individualmente do ct]ao logo apés a multilocus (MLST) MSL, MS2, MS3 e
defecacéo
MS16
Equinos assintomaticos que . « .
Qietal. (2015) China pastavam de diferentes idades e 262 amostras fe?als coletada~s dochdo  PCR e sequenciamento 18S RNAr e
logo apos a defecacdo gp60
sexo
Equinos e asininos ja sabidamente 87 fezes de equideos positivas na PCR RFLP 18S RNAr
Jian et al. (2016) China positivos para Cryptosporidium  microscopia para Cryptosporidium sp.  PCR e sequenciamento 18S RNAr,
sp. (5 equinos e 82 asininos) hsp70 e actina e gp60
. 333 fezes coletadas do chéo logo apés a PCRe sequenc!amento 185, COWP,
Deng et al. China Equinos (3 meses a 16 anos) de defecacio hsp70 e genotipagem com GP60 e
(2017) cinco propriedades distintas ¢ tipagem de sequéncias multilocus
(MLST) MS1, MS2, MS3 e MS16
Coloracdo permanente de Ziehl -
Guo etal. . 436 equinos de diferentes Neelsen m_odlflcada
(2014) Taiwan ropriedades NR PCR e sequenciamento do gen
prop 18SRNA nas amostras com mais de
100 oocistos por campo 33 amostras
. . PCR em tempo real com o alvo génico
- - - . 6 amostras fecais de equinos coletadas
Hijjawi et al. Jordania Vérios espécies de hospedeiros, diretamente da amoola retal ou lodo 18S RNAr
(2016) incluindo equinos X P " 9 PCR e sequenciamento 18S RNAr e
ap6s a defecacéo
gp60
106 amostras fecais coletadas . 5
individualmente Técnica de coloracéo permanente de
Majewska et al. - Equinos das racas Wielkopolska, . Ziehl-Neelsen (106), Ensaio
Polénia X Ragca Wielkopolska 103 . s .
(1999) Malopolska bem como ponei imunoenzimatico para pesquisa de
Malopolska 2 antigeno de Cryptosporidium sp. (43)
Ponei 1 9 yptosp p- (59).
. Equinos adultos e potros com 564 amostras fecais (315 equinos adultos Tecnica qe coloragéo permgnente de
Majewska et al. . . N | Ziehl-Neelsen, Ensaio
Polonia idade variando (5 meses a 11 e 3 potros) mais de uma amostra por . A .
(2004) imunoenzimatico para pesquisa de

anos) animal

antigeno de Cryptosporidium sp.

Frequéncia de Cryptosporidium sp.

2 (6,9%) Cryptosporidium andersoni

7 (2,7%) Cryptosporidium sp.

87 amostras também positivas na PCR.
Equino - Cryptosporidium hominis (1), Cryptosporidium parvum (4)

6 (1,8%) Cryptosporidium sp. , sendo
2 C. hominis e 4 C. andersoni

161 (37%) dos equinos com Cryptosporidium sp. pela coloragéo
permanente
PCR e sequenciamento: 31 amostras Cryptosporidium parvume
2 amostras Cryptosporidium felis

6 positivas na PCR para Cryptosporidium sp. pelo gen 18S RNAr
Somente 3 apresentaram sequéncias aptas para interpretar espécie
Cryptosporidium parvum (1)

10 (9,4%) Cryptosporidium parvum por Ziehl-Neelsen
Ensaio imunoenzimético 43 (16,2%) Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp.
11 (3,5%) Técnica de Ziehl-Neelsen
11 (3,5%) Ensaio imunoenzimatico
(?) Fluorescéncia direta associada a hibiridizagéo in situ

Genotipo

C. andersoni A4, A4, Ad e Al (2 amostras)
Primeiro isolado de C. andersoni em equinos

C. horse genotype VIaA15G4

Equino - C. hominis (1): IkA16G1; C. parvum
11dA19G1 (3)

Asinino - C. hominis (61): IkA16GL1 (58), IkA16

@
C. parvum (18): 11dA19G1,;

C. horse genotype (4): VIaA15G4 (2), VIaA15G3

@

C. hominis 1dA15
C. andersoni A6, A5, A2e Al

NR

Néo amplificou com o alvo génico de gp60

NR

NR

Fatores de risco

NR

A idade foi totalmente associada a infecgdo
Os equinos positivos eram todos potros.
Primeiro isolado de C. horse genotype em
equinos que pastavam na China

NR

NR

Néo foi evideciado associacao entre a
consisténcia fecal e a positividade parasitaria

NR

NR

Todos os equinos positivos eram adultos e a
infecgéo ndo foi associada a sinais clinicos

NR: Nao relatado.
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Quadro 4. Informacdes sobre local de estudo, amostragem, diagnostico laboratorial, resultados, genétipo identificado, bem como fatores de risco evidenciados em estudos
epidemioldgicos sobre criptosporidiose equina realizados em diferentes paises.

al. (1996)

Autores Local do estudo Tipo de populagdo Amostras Técnicas laboratoriais Frequéncia de Cryptosporidium sp. Genotipo Fatores de risco
e N&o houve associagéo significativa da infeccéo
Laatamna et al. Argélia Equinos Arébes, Puro Sangue e  ampola retal ou logo apds a defecagdo PCR e sequenciamento gens 18S 4 (3%) Cryptosporidium hedgehog Xllla (4) Cryptosporidium hedgehog XIlla EmathE efar ug todos animais era?n
(2013) 9 Berbere (adultos e potros) Pequena propriedade (A) 16 e Grande RNAr e gp60 Propriedade B ryptosp genog P q ¥ L
: adultos), sexo e manejo dos animais
propriedade (B) 122
(4) C. parvum 11aA16G1R1 - 3 amostras fecais de
Equinos e asininos de fazendas e 343 amostras fecais (219 equinos e 124 Cryptosporidium sp. equinos e 1 de asinino
Laatamna et al. Argélia de pequenas propriedades onde asininos) coletadas individualmente PCR 18S RNAr, gp60, trap-C1, 5 (2,3%) em equinos e 2 (1,6%) em asininos (1) C. hominis genétipo IkA15G1 - fezes de Nao houve associacao significativa da infeccéo
(2015) 9 também havia outros animais diretamente da ampola ou logo apés a COWP e hsp70 4 Cryptosporidium parvum, 1 Cryptosporidium hominise 2 equino com a idade, sexo e manejo dos animais
como ruminantes e aves defecacdo Cryptosporidium muris (1) C. muris TS03 - fezes de asinino
(1) C. muris RNG66 - fezes de equino
Microcospia de Imunofluorescéncia
para Cryptosporidium sp., coloragdo 12 (8%) de Cryptosporidium sp. na microscopia de Positividade de Cryptosporidium sp. foi
. . . Ziehl - Neel | fl énci fsti laci i b
) Eqs opTs e s 120 potros e 30 éguas (450 amostras permanente de, iel ee s_en ) rrjuno uorescéncia » esFatlstlcamentg re _amon_ada com a propriedade
Veronesi et al. - ; R . A modifcada e Centrifugo flutuacéo com Centrifugo flutuacéo 7 (4,66%) Cryptosporidium sp. idade dos animais (foi detectado nos potros
Italia idades mantidos em cinco fecais: trés amostras coletadas em N N . - NR . . L y
(2010) . . . X solugéo de sacarose Coloragéo permanente de Ziehl Neelsen 4 (2,66%) Cryptosporidium mais velhos, ou seja, animais com mais de 8
propriedades diferentes dias de cada animal) o . ~ :
As amostras positivas foram sp. semanas de vida), mas ndo esteve relacionada
submetidas a PCR e sequencaimento 12 (8%) PCR e Sequenciamento - C. parvum com a presenca de diarreia
com gen COWP
Unidade amostral: 37 éguas e seus potros ELISA
. - Di tras fecais de cada égua: 74 . 4 (10,8%) Crypt idi .- ELISA . - . -
Perrucci et al. - Eguas e seus potros (histérico de Uas amostras fecals e C.a acqua As amostras positivas no ELISA ( .0) ryp osporidium sp . Eguas positivas assintométicas foram apontadas
Italia A amostras fecais . 4 amostras fecais positivas dos potros e suas éguas para NR X "
(2011) diarreia) R X foram submetidas a PCR e - . como fonte da infeccdo para os seus potros
Trés amostras fecais de cada potro: 111 . Cryptosporidium parvum- PCR e sequenciamento
. sequenciamento gen COWP
amostras fecais
- Dos potros positivos, cinco tinham diarreia,
Lo . 14 (37,8%) Crypt d b . -
Caffara et al. - Potros hospitalizados na Unidade PCR e RFLP gen 18SRNAr ( ) ryprosporiaium sp C. horse genotype VIaA15G4 sendo que dois foram positivos para C.
lalia . X 37 fezes . 3 Cryptosporidium parvum ~ A R .
(2013) Perinatal Equina PCR e sequenciamento gen gp60 . ndo consegui tipar GP60 parvum e trés para Cryptosporidium horse
11 Cryptosporidium horse genotype
genotype
Todas as éguas foram negativas
14 potros (37,8%) totalizando 35 amostras foram positivas para
Potros e éguas hospitalizados na Cryptosporidium sp. na PCR 185 RNAr
. g X P : 36 éguas e 37 potros coletadas Coloracdo permanente Ziehl-Neelsen 8 positivos (21,6%) em Ziehl-Neelsen 28 amostras foram genotipadas com sucesso
Unidade Perinatal do Hospital X . .
Galunoi et al Universitario. bem como diretamente da ampola retal (161 das amostras fecais 4 potros C. parvum pela PCR 18S RNAr totalizando 9 potros
PP ’ Italia o amostras fecais dos potros e 144 das PCR e RFLP 18S RNAr 10 C. horse genotype pela PCR 18S RNAr C. parvum 11dA21G1 (1), I1dA22G1 (1) e NR
(2015) amostras ambientais coletadas . . L J .
com gaze do assoalho e paredes éguas) PCR e Sequenciamento gp60 4 animais apresentaram sequéncias mistas 11aA23R1 (2)
do Hospital 111 amostras ambientais (C. parvum e C. horse genotype) C. horse genotype VIaA15G4 (5)
P 5 amostras ambientais positivas na PCR 18S RNAr
1C. parvum e 4 C. horse genotype
Lo PCR e tipagem PCR RFLP para o alvo 14 (8%) Cryptosporidium sp.
Piva et al. - (AT NS Gl 175 amostras ambientais coletadas com 18S RNAr e PCR para gp60 7 positivas na PCR convencional e PCR em tempo real C. parvum (2) 11aA15G2R1 e (2) 11dA23G1
Italia das paredes e do assoalho de " L NR
(2016) . - . gaze PCR em tempo real com alvo 18S 6 positivas somente pela PCR em tempo real e uma pela PCR Cryptosporidium horse genotype (4) VIaA15G4
Unidade Perinatal Equina .
RNAr convencional
Neth X . P P fecais coll loracé ina fenol - idi . foi di i
etherwood et Reino Unido otros da raga Puro Sangue 588 amostras fecais coletadas Coloragdo auramina feno 100 (17%) Cryptosporidium sp. NR Cryptosporld;u(rjr;;:)emor:odslr:(t)i::):nte associado

Inglés e de outras racas individualmente

Confirmacéo por imunofluorescéncia

NR: Néo relatado.
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Quadro 4. InformacGes sobre local de estudo, amostragem, diagndstico laboratorial, resultados, genétipo identificado, bem como fatores de risco evidenciados em estudos

epidemiolodgicos sobre criptosporidiose equina realizados em diferentes paises.

Autores  Local do estudo Tipo de populagdo Amostras Técnicas laboratoriais Frequéncia de Cryptosporidium sp. Gen6tipo Fatores de risco
Microcospia de Imunofluorescéncia
Sturdee etal. _ _ Equinos da proprl_et_iade de o _416 amostras fecais coletadas para Cryptospondlum sp. e coloragdo 0 utono foi aestago do anode forma
Reino Unido  Faculdade e que participavam de individualmente da ampola retal ou logo permanente de Ziehl - Neelsen 37(8,9%) C. parvum NR T — L
(2003) ) < . ) significativa maior nlmero de animais positivos
eventos equestres apods a defecagdo modifcada para mensurar 0s oocistos
e determnar as espécies
52 amostras fecais coletadas N Lo TP
o . Imunofluorescéncia direta e Foi evidenciada associago signficativa entre a
Chalmers et al individulamente de cada equino microscopia de fluorescéncia, PCR - idade e a infeccdo
" Reino Unido Equinos de idades variadas 7 amostras fecais foram obtidas de 5 P L 2 (3,8%) Cryptosporidium parvum PCR RFLP Genodtipo 2 Lo 4
(2005) . RFLP de gens 18SRNAr e proteinas de Ambos os animais positivos eram potros
pessoas que tinham contato com os . A o
. parede do oocisto Além disso, um tinha diarreia
equinos
Equinos e outras espécies de Separacéo imunomagnética e . )
. . e A presenca de ruminantes jovens, como
. . animais de diferentes fazendas Imunofluorescéncia direta A . ) .
Smithetal.  Inglaterra e Pais . . L " Imunofluorescéncia direta 3 (25%) Cryptosporidium sp. - bezerros e cordeiros foram considerados os
que tiveram relatos de 12 equinos coletadas individualmente As amostras positivas na R Genotipo 2 L ) Lo
(2010) de Gales . . - . Somente uma amostra foi positiva na PCR 1 (8,3%) C. parvum principais fatores de risco para infeccdo pelo
trabalhadores previamente imunofluorescéncia foram submetidas rotoz0rio
infectados com Cryptosporidium a PCR Multiplex e RFLP 185 RNAr p
Couso - Pérezet ~ Norte da Péneis em vida livre 7ﬁ)fzzzs 2:(; Zg;;c;iﬁﬁsﬁjaja?;ec:;o RIFD, PCR e sequenciamento gens 10 (12,6%) Cryptosporidium parvum Trés amosytras amplificaram na gp60 NR
al. (2020)  Peninsula Ibérica goap de ca d(;a ponei 18SRNAr, hsp70 e gp60 RIFD 3 amostras; PCR e sequenciamento 7 amostras 11aA15G2R1 (2), 11aA16G3R1 (1)
. Equm.os do ZOOIOg.I?O de Praga Amos!rf'is fecals de 2 potros s.at'Jldamente . Uma amostra foi positiva pelo RNAr e a outra na hsp70
Ryan et al. Republica sabidamente positivos para positivos para Cryptosporidium sp.  PCR e sequenciamento gens 18SRNAr .
S Lo 1 (50%) Cryptosporidium horse genotype gen RNAr NR NR
(2003) Tcheca Cryptosporidium sp. por coletadas individualmente e hsp70 o
) ) 1 (50%) Cryptosporidium parvum gen hsp70
microscopia
Equinos (néo especificado a 3 amostras fecais de equinos
Hajdusek etal. ~ Republica  origem do animal) sabidamente ) i, a PCR e sequenciamento gens 18SRNAr 3(100%) Cryptosporidium parvum gen RNAr
e . sabidamente positivos para . NR NR
(2004) Tcheca positivos para Cryptospodridium . e COWP 1(33,3%) Cryptosporidium parvum gen COWP
) ) Cryptosporidium sp.
Sp. por microscopia
. 398 amostras fecais coletadas . . . Lo .
. . 2 . « <
Kempouione: Bélgica, Holanda, DS (TSenmar 8 s R il o B e Imunoﬂu.orescenma dierata, PCR e 8 (2%) Cryptosporidium sp. Néo hguve associacéo significativa da |[1fe(.:§ao
Alemanha e ) sequenciamento do dos gens 18S C. horse genotype NR com a idade do potro e presenga ou auséncia de
al. (2015) . idade) Holanda, 30 da Alemanha e 190 da . - .
Grécia Grécia) RNAr e hsp 70 Detectado em 6 amostras na Bélgica e 2 na Grécia diarreia
Técnica microscopica de co_lorgr;ao C. panum (1) I1aAISG2R1 o o
permante anilina-carbol-metil-violeta C.tyzzeri (1) IXbA22R9 Néo foi encontrado associacéo significativa
Wagnerova et Republica Equinos (5 dias a 32 anos de 35 fezes PCR e sequenciamento gens 18SRNAr 12 (3,4%) positivo no PCR c horlsey enotype (1) VIaA15G4 entre a idade, o sexo do animal e presenca de
al. (2015)  Tcheca e Poldnia idade) em diferentes propriedades e gp60 0 na microscopia C. muris ('9) MSl-ng tl)\//IpSZ-M4 NIS2-MT ¢ MS16- diarreia nos animais
Andlise multilocus MLST MS1, MS2, ' ' ' Positivos equinos que pastavam durante o dia
M1
MS3 e MS16

NR: Néo relatado.




51

Quadro 4. InformagGes sobre local de estudo, amostragem, diagnostico laboratorial, resultados, gendtipo identificado, bem como fatores de risco evidenciados em
estudos epidemioldgicos sobre criptosporidiose equina realizados em diferentes paises.

Autores  Local do estudo Tipo de populagéo Amostras Técnicas laboratoriais Frequéncia de Cryptosporidium sp. Genétipo Fatores de risco
. 67 fezes encaminhadas ao laboratdrio Coloragéo permgnente de Zehl- -
Grinberg et al. - - L Neelsen modificada nas fezes 12 (18%) Cryptosporidium sp. -
Nova Zelandia Potros diarreicos veterinario e 4 quatro fezes de potro uma . iy NR NR
(2009) . encaminhadas ao laboratorio e PCR PCR: C. parvum (4)
potros de uma propriedade .
nas fezes dos potros da propriedade
NecrGpisa, Tecido corado com Imunocomprometimento e permanecer em
Snyder et al. Potros arabes Fragmentos de tecidos de 5 potros que  hematoxilina eosina e Wolbach- - . p_ ) p .
. o o . 1 . 5 potros com Cryptosporidium sp. NR ambiente previamente habitado por bovinos e
(1978) imunocomprometidos diarreicos foram a 6bito Giemsa, bem a anélise dos tecidos por ovinos
microscopia eletronica
Reinemeyer ) Amostras fecais de 14 potr ntrifugo flutuagdo com solucé .
einemeyer et EUA Potros Quarto de Milha ostras fecals d~e potros esuas - Centrifugo futuagéo com solugo de 0 (todas as amostras foram negativas) NR NR
al. (1984) mées sacarose
Johnson étal Califérnia - EUA 9 equinos ut|||%ados para 91 amostras fecais . Centifugo ﬂij tuém ¢ 0 Cryptosporidium sp. NR NR
(1997) recreado imunofluorescéncia direta
. Um equino adulto 2,5 anos de T . o
McKenme ¢ Alabama - EUA idade Quarto de Milha com Samostres feca}|s.d|arre|cas em dies Imunoflugrescenua dlr?tag Cryptosporidium sp. em um equino - relato de caso NR NR
Diffay (2000) diarreia distintos microscopia de fluorescéncia
Patros com idade menor ou igual
Frederick etal. _, . a 10 meses de idade com diarreia Coloragéo permanente &cido - rapida .
Flérida - EUA 233 fezes de potros e 3(1,3%) Cryptosporidium sp. NR NR
(2009) internados em Centro Médico P modificada (1,3%) Cryptosp P
Veterindrio
14 propriedades Cryptosporidium sp. (5,1%) Potros mais velhos foram 0s que apresentaram
Burtonetal.  Novalordue - Equas e seus potros Puro Sangue 349 fezes coletadas individualmente da Imunofluorescéncia direta Potros 13 (7,42%) Imunofluorescéncai direta positividade para o protozoério
(2010) ‘ B Aq Inglés de propriedades de corrida ampola retal de potros (175) e logo apds PCR RFLP 18SRNAr 9(5,14%) PCR 18S RNAr Cryptosporidium horse genotipe VIaA14G2 No entanto, ndo foi verificado associago
de arreios e de criadores de a defecacdo das éguas (174) PCR e sequenciamento para gp60 Eguas 3 (1,72%) Imunofluorescéncia direta significativa da positividade parasitdria com a
cavalos de Nova lorque 0PCR 185 RNAr consisténcia fecal da amostra
88 potros Puro Sangue Inglés (2
dias a 17 semanas de idade).
Slovis etal. Desses 51 doentes (diarreia e PCR em tempo real em painel para Cryptosporidium sp.
Kentucky - EUA - fez tr L o - NR NR
(2014) entucky - EU outras alteragdes) e 37 saudaveis 88 fezes de potros vérias agentes infecciosos 4 (11%) potros saudaveis e 14 (27%) doentes
mantidos em diferente
propriedades

NR: Nao relatado.
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Quadro 4. Informages sobre local de estudo, amostragem, diagnoéstico laboratorial, resultados, genétipo identificado, bem como fatores de risco evidenciados em estudos

epidemiolodgicos sobre criptosporidiose equina realizados em diferentes paises.

Autores Local do estudo Tipo de populagédo Amostras Técnicas laboratoriais Frequéncia de Cryptosporidium sp. Geno6tipo Fatores de risco
Wagnerova et Mustangues a_merl_canos de 84 fezes coletadas do ghao logo apts a PCR e sequenciamento gens 18SRNAr 28 (33,3%) Cryptosporidium sp. Cryptosporidium parvum Foi apontado pelos autores que nenhum dos
al. (2016) EUA Oregon e poneis Chincoteague defecagio e gp60 Dessas 20 Cryptosporidium parvum, sendo 3 mustangues e 17 poneis Mustangues |1aAL7G2R1 (3) animais apresentava fezes diarreicas
’ em vida livre da Virginia (34 mustangues e 50 poneis) 9 yptosp P ' 9 P Poneis - 11aA13G2R1 (2) e 8 - 11aA15G2R1 (8) P
Néo foi evideciado associacao entre a
Oslon et al. Canadé 35 equinos de diferentes faixas 35 fezes coletadas individualmente da  Centrifugo flututagdo com sacarose 3 (179%) dos equinos com Cryptosporidium s NR consisténcia fecal e a positividade parasitaria
Zor 2 ~ . . P . 0 . . . . . .
(1997) etarias ampola retal ou logo ap6s a defecacdo  associada imunofluorescéncia direta q yptosp P O parasito foi mais detectado nos animais
adultos (21%) do que nos jovens (10%)
Relato de caso clinico de 2 potros " N "
. o Centrifugo flutuacdo com solugéo de
Gajadhar et al., . com diarreia . -
Canada . 2 amostras fecais de cada potro sacarose 2 Cryptosporidium sp. NR NR
(1985) Um potro macho de dois 2 de " . - .
N N Microscopia eletrdnica de transmissdo
vida e uma fémea de 6 semanas
Santa Maria, Rio . S
T . " 2 1 machos e 21 2 fi I | ifugo fl a If .
oscan et al Grande do Sul, 52 de equmosA(s machos e 21 de 52 fezes coletadas individualmente da  Centrifugo utug@ao com sulfato de 20 (38,5%) das amostras fecais NR NR
(2010) X fémeas) ampola retal zinco
Brasil
Equinos do Jockey Clube de 66 amostras fezes coletadas Nio foi evidenciado associacio sianificativa
Gomesetal. Rio Grandedo Santa Maria Maioria da Raga Puro indivildualmente a partir da ampola retal Centrifugo flututagédo com solugéo de - . - . ¢ X g .
. . X R o . Cryptosporidium sp. 48 (75%) NR entre a infecgéo e a idade do animal e também
(2008) Sul - Brasil Sangue Inglés entre 2 e 12 anos  de equinos que ndo tinham diarreia ou sulfato de zinco . "
. P entre a infecgéo e o sexo
de idade qualquer alteragéo clinica
396 fezes coletadas individualmente da
Trés criagdes ampola retal em trés criacdes: Grupo A N . - " . TR
Grupo A Mangalarga Machador  (212) 182 fémeas adultas € 30 potros ) i 3 (0,75%) oocistos dehCryptosporldlum sp. ) _Nao encontrou dlferenga_5|gn|f|cat|va para
. . . - . Centrifugo flutuagdo com sacarose e Grupo B (1) Puro Sangue Inglés macho adulto sem sintomas idade (0 a 3 anos - 4 a mais), mas encontrou
Souzaetal.  Rio deJaneiro - Grupo Bequinos de Corporagdo Grupo B (154) 117 machos e 37 fémeas - " . . o
X - . coloracéo com solucéo de safranina - Grupo C (2) machos, um tinha diarreia NR para o sexo.
(2009) Brasil Militar com 3 a 25 anos de idade X . A . A T . L
. - azul de metileno 2 (0,5%) cistos de Giardia duodenali Além disso, observou diferenga signifiativa
Grupo C equinos de Centro de  Grupo C (30) 16 machos e 14 fémeas de . Lo . .
. . 2 (0,5%) oocistos de Eimeria leuckarti entre A (formado por fémeas) e C.
Controle de Zoonoses ragas mistas com idade > 4 anos de
idade.
CT1 - 35 eram machos e 13 eram fémeas, sendo
- . 41 de Raga Pura (RP) e 7 Sem Raca Definida
E . .
_qumos de dois Centros de 108 fezes de equinos do CT1 e 60 fezes " . - (SRD). CT2 - 48 eram machos e 12 fémeas,
Fujii et al. : .. Treinamento (CT), de ragas puras . . . Coloragéo permanente de Ziehl- Cryptosporidium sp. 20 (18,52%) S .
Paran4 - Brasil . de equinos do CT2. O material fecal foi e NR sendo 45 SRD e 15 RP. Foi evidenciada
(2014) e mistas, de ambos os sexos entre S . ~ Neelsen modificado CT1-2(4,16%) e CT2 - 18 (30%) R P
. coletado imediatamente ap6s a defecagéo diferenca signficativa entre os CTs.
3e 21 anos de idade e X e
Nao foi evidenciada associacéo significativa da
infeccdo com a idade e o0 sexo dos animais
Aragatuba, Houve associagéo s.lgnlflcatlva.da infeccdo com
- - . raca e idade do animal
Birigui, Eguas e seus potros (3 a 330 dias) . .
af p a a 5 " a o (potros com menos de 60 dias de idade foram
Inécio et al. Guararapes e Quarto de Milha, Mangalarga 98 fezes de éguas e 98 fezes de potros  Centrifugo sedimentacdo em &gua - Cryptosporidium sp. NR B R TS & e e ne)
(2012) Santo Antdnio  Machador, Paint Horse e Crioula (59 machos e 39 fémeas) éter e Coloracéo por Kinyoun 21 (21,4%) para potros e 18 (18,4%) para éguas - g X p . . _q e
" . Néo foi evidenciada associagéo significativa
Séo Paulo - de 11 propriedades o
Brasil com a consisténcia fecal e nem com a fonte de
4gua fornecida para os animais
Aracatuba, - . e . - . "
Birioui Cryptosporidium homins 1kA2061 (2 amostras) Né&o foi evidenciada associacdo entre a infecgéo
- g, Potros (3 a 330 dias de idade) de 92 fezes coletadas individualmente da . . Cryptosporidium parvum 11aA18G3R1 (1 com o sexo e idade do equino e nem com a
Inécio et al. Guararapes e A PCR e sequenciamento gens 20 (21,7%) Cryptosporidium sp.. oA . .
(2017) Santo Anténio diferentes racas de 11 ampola retal de potros 18SRNA. actina. hsn70 & ab60 Cruptosporidium parvum (3) e com Cryptosporidium hominis (2) amostra) consisténcia fecal do material coletado. A 4gua
S0 Paulo - propriedades (56 machos e 36 fémeas) '  11sp 9 ptosp P yptosp Cryptosporidium parvum 11aA15G2R1 (2 foi apontada como um fator potencialmente
Brasil amostras) associado a infecgéo

NR: Nao relatado.
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2. JUSTIFICATIVA

A pesquisa de Cryptosporidium sp. em equinos € de extrema importancia uma vez que se trata
de espécies de parasitos gastrointestinais que podem determinar nos animais sintomaticos célicas
intestinais. E importante ressaltar que equinos, principalmente os animais de raca pura S0
extremamente sensiveis a colicas podendo ir a 6bito devido a esse sintoma. Para os proprietarios de
equinos, principalmente para aqueles que criam animais de alta performance e de elevado valor
comercial como os equinos de raga incluindo o Puro Sangue Inglés (PSI), a vigilancia de agentes
infecciosos que podem determinar célicas deveria ser uma pratica constante. Ainda é importante
destacar que poucos sdo estudos com Cryptosporidium sp. em equinos no mundo, principalmente no
Brasil. Quando se reporta a equinos PSI e poneis criados no Brasil, a tematica fica ainda mais escassa,
0 que demonstra a necessidade de se estudar o protozoario nestes animais em territério nacional. Além
disso, as espécies de Cryptosporidium sp. com perfil de transmissibilidade zoonética, ou seja, que
podem infectar os seres humanos ja foram relatadas em equinos, como Cryptosporidium parvum,

ressaltando também a importancia dessa pesquisa no ambito da salude publica.
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3. OBJETIVO GERAL

Analisar a frequéncia de Cryptosporidium spp. em fezes de equinos mantidos em propriedades de

Teresopolis, Rio de Janeiro utilizando diferentes técnicas laboratoriais, bem como os fatores de risco

que podem favorecer a infeccao.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar a frequéncia geral de Cryptosporidium sp. em diferentes propriedades de equinos que
possuem Puro Sangue Inglés e poneis;

Detectar a frequéncia de Cryptosporidium sp. em amostras fecais de equinos por técnicas
parasitologicas microscopicas e pelo ensaio imunoenzimatico;

Caracterizar a espécie e 0 gendtipo de Cryptosporidium spp. por técnicas moleculares;
Determinar os fatores de risco associados a infeccdo por Cryptosporidium sp. nos equinos

mantidos em propriedades em Teresépolis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS
Este estudo faz parte de um projeto maior que foi aprovado pela Comissdo de Etica Animal da
Universidade Federal Fluminense (CEUA — UFF) em agosto de 2019 sob numero n°® 6742290519
(Anexo 1).

4.2 LOCAL DO ESTUDO

As coletas das amostras fecais dos equinos foram realizadas entre agosto de 2019 a marco de
2020 em haras e centros de treinamentos de equinos localizados na cidade Teresopolis, Rio de Janeiro
(Figura 4). Esta cidade fica situada na regido serrana do estado do Rio de Janeiro, Brasil, ocupando
uma area de 773,338 m2. E a cidade mais alta do estado do Rio de Janeiro, estando a 871 metros de
altitude, possuindo as seguintes coordenadas geograficas: latitude: 22° 24' 44" Sul, longitude: 42° 57'
59" Oeste. A cidade é formada por trés distritos e 49 bairros oficiais e outras localidades mais afastadas
do centro urbano, tem sua identidade ligada diretamente ao turismo natural, abrigando a sede do Parque
Nacional da Serra dos Orgaos e Estadual dos Trés Picos (IBGE, 2017; CIDADE BRASIL, 2020). Além
disso, € famosa pela agropecuaria, onde se inclui a equinocultura, possuindo varios haras e centros de

treinamentos de equinos.
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Figura 4 Localizacao da cidade de Teresopolis em azul no mapa
da cidade do Rio de Janeiro, Brasil. Fonte: Do autor.
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Ao todo foram incluidas no estudo oito propriedades que mantém equinos, sendo que cinco
eram centros de treinamento de equinos da raca Puro Sangue Inglés (PSI) e trés haras de poneis. Todos
ficam localizados no municipio de Teresépolis no estado do Rio de Janeiro em bairros distintos. E
Importante ressaltar que cada propriedade onde as coletas das amostras fecais foram realizadas foram
denominadas neste estudo por letras A,B,C,D,E,F,G,H, afim de preservar a identidade da mesma e dos
produtores.

Os equinos PSI dos Centros de Treinamento ficavam alojados em galpBes que contém baias
individuais de alvenaria com cerca de 12 m?, com assoalho cimentado coberto com cama de serragem
ou maravalha, que contém bebedouro e comedouro também de alvenaria fixados ao recinto e elevados
do chdo. Todos os dias nas primeiras horas da manhd, seguindo as recomendacfes e mediante a
inspecdo do treinador e do gerente, cada equino é retirado da baia pelo tratador e escovado. Além disso,
as fezes presentes nas camas das baias séo retiradas. Os equinos (PSI) que estavam em treinamento
eram paramentados e encaminhados para a pista de corrida pelo redeador. Logo ap6s o treinamento na
pista de corrida, o animal recebia banho com agua e shampoo, e tinha seu pelo escovado. Apos a
higienizacdo, o equino era encaminhado para a baia e recebia a alimentacdo, que geralmente era
composta por um fardo de feno e racdo acrescida de aveia. Além de sal mineral e agua & vontade. Na
parte da tarde a baia era novamente aberta a fim de se verificar o animal. Este passava novamente pela
escovacao, sendo a cama das baias mais uma vez higienizadas com a retirada das fezes. Ao final, o
equino voltava para a baia recebendo a segunda parte da alimentacéo, similar a primeira.

Uma vez por semana, 0s equinos PSI eram encaminhados para disputar as provas de turfe no
Jockey Clube Brasileiro, que fica localizado na cidade do Rio de Janeiro. A principal finalidade desses
equinos € o esporte. De forma geral, os equinos da raca PSI comegam a ser treinados para a corrida por
volta de um ano e meio a dois anos de idade, e permanece no esporte até cerca de cinco anos,
dependendo do seu desempenho. Passado esse periodo, 0s equinos sao encaminhados para Unidades
de reproducdo que estdo localizadas principalmente nos estados da regido Sul do Brasil, onde eles
entram na funcédo de reproducéo do tipo monta natural, nica forma de reproducéo oficialmente aceita
nesta raca.

Quanto ao manejo sanitario nos Centros de Treinamento, os equinos PSI recebiam anualmente
vacina antirabica, a vacina dupla anti — influenza e anti — encefalomielite equina com doses trimestrais,
além da vacina triplice anti - influenza, anti — encefalomielite e antitetanica de intervalo anual. Todos
0s equinos PSI recebiam medicamentos antiparasitarios, contendo diferentes principios ativos, se
destacando o uso da ivermectina que sdo administrados aos animais todo ano em intervalos que

variavam de dois em dois meses ou até de quatro em quatro meses.
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J& os pobneis criados nos haras de forma geral ficavam alojados em baias individuais, baias
coletivas ou em piquetes. As baias dos animais em geral eram de alvenaria, possuiam o assoalho de
cimento coberto com serragem além de bebedouros e comedouros fixados em seu assoalho. Os piquetes
tinham assoalho desnudo coberto com graminea, bem como comedouros e bebedouros do tipo tambor.
Os animais eram alimentados com volumoso, preferencialmente capim picado e/ou feno e concentrado
durante a manhd e a tarde, sendo a alimentacao ofertada ao animal de forma fracionada. Além disso,
0s poneis recebiam sal mineral e agua a vontade.

Cabe ressaltar que os poneis tinham como principal funcéo o lazer, servindo de entretenimento,
principalmente para criangas. Nas propriedades, geralmente havia um ponei garanhdo, que realizava a
monta natural das éguas em periodos especificos. Os poneis recebiam vacinas antirdbica em intervalo
anual, anti — influenza em intervalo semestral e medicamentos antiparasitarios todo ano em intervalos

variaveis, sendo principalmente utilizado a ivermectina.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS FECAIS, RECUPERACAO DE DADOS E AMOSTRAGEM

As amostras fecais dos equinos foram coletadas diretamente da ampola retal com luva de
palpacdo, estando estes contidos individualmente em baias ou imediatamente ap0s a defecacdo. Apos
cada coleta realizada, o nome do animal era anotado, a luva com o material fecal era lacrada e a amostra
armazenada em caixas isotérmicas especificas para transporte da amostra bioldgica. Esta era
encaminhada imediatamente para os laboratérios da disciplina de Parasitologia do Instituto Biomédico
da Universidade Federal Fluminense.

E importante ressaltar que este projeto faz parte de um projeto maior e desta forma esperava-se
coletar amostras fecais de cerca de 600 equinos da raca Puro Sangue Inglés, além de equinos de outras
racas. Desta forma, foi solicitado a Comissdo de Etica Animal da UFF a coleta de 800 amostras fecais,
sendo incluido no estudo equinos de todas as faixas etarias, tanto machos quanto fémeas. No entanto,
em marco de 2020, as coletas foram interrompidas mediante a pandemia do Coronavirus e foi decidido,
portanto, trabalhar com as amostras que ja haviam sido coletadas.

Ao todo foram coletadas amostras fecais de 314 equinos, desses 287 eram PSI e 27 eram poneis.
Em relacdo aos PSI, 42 animais pertenciam ao centro de treinamento denominado de propriedade A,
74 pertenciam a propriedade B, 49 a C, 40 a D, 82 a E. J& em relacdo aos poneis, 22 pertenciam a
propriedade F, 2 a G e 3 a H. Além das amostras fecais, as informacdes sobre o sexo e idade dos
equinos foram recuperadas oralmente de cada treinador ou do stud book, ou seja, arquivo oficial que

contém as informacdes dos equinos. Ja os dados sobre 0 manejo dos animais, incluindo a presenca de
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outros animais e tipo de agua fornecida aos equinos e seu tratamento foram recuperados por meio do

preenchimento de formularios, ou seja, perguntas realizadas aos treinadores dos animais.

4.4 PROCESSAMENTO LABORATORIAL

No laboratério de Parasitologia do Instituto Biomédico as amostras fecais foram primeiramente
inspecionadas macroscopicamente, sendo verificadas a consisténcia fecal e a coloracdo da mesma,
sendo todas as informacGes anotadas em caderno técnico. Logo apds, uma porcao de cada amostra fecal
foi filtrada em tamiz com gaze dobrada quatro vezes, e transferida para calice de fundo cénico. O

filtrado foi aliquotado conforme segue abaixo:

e 15 mL em tubo de centrifuga de fundo cbnico para realizagdo da técnica de centrifugo-
flutuacdo de Sheather (1923) modificada;

e 15 mL em tubo de centrifuga de fundo conico para a realizacdo da técnica de coloracao
permanente com solucdo de safranina conforme Baxby et al. (1984);

e 15 mL em tubo de centrifuga de fundo conico para a realizacdo da tecnica de biologia
molecular;

e 1,0 mL em microtubo devidamente identificado, congelados (-18°C) em freezer para
realizacéo de ensaio imunoenzimatico;

e 1,0 mL em microtubo devidamente identificado, congelados (-18°C) em freezer para
estoque;

e Uma parte do filtrado foi deixado sedimentar em calice de fundo cénico por 24 horas para

realizacdo da técnica de Lutz (1919).

A leitura das laminas de microscopia obtidas de cada técnica foi realizada no microscépio
Optico binocular Olympus® BX 41, inicialmente, em aumento de 100 vezes e, para confirmacao, se
necessario, em 400 vezes, acoplado a camera digital Samsung® SDC415 com software de captura
Honestech® PVR. Para a leitura das laminas coradas pela solucéo de safranina foi utilizado o aumento
de 400 vezes e para confirmagdo 1000 vezes. Para morfometria e fotomicrografia dos oocistos de
Cryptosporidium sp. foi realizada o aumento de 1000 vezes utilizando a ocular micrométrica
Olympus® SWH.
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4.4.1 Técnica de Sheather (1923) modificada por Huber et al. (2003)

Essa técnica apresenta como fundamento a centrifugo flutuagdo em solucéo de sacarose com
densidade de 1,30 g/mL. No laboratério foi transferido 15 mL do filtrado da amostra para tubos
plasticos de centrifuga de fundo cénico, que foi submetido a centrifugacéo por 10 minutos a 1500 RPM.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspenso em solucdo saturada de sacarose até o
volume de 15 mL, sendo submetido & centrifugacdo por cinco minutos a 1500 RPM. Apoés esse
procedimento, os tubos foram dispostos em estantes e foi adicionado solucdo de sacarose até a
formacdo de um menisco positivo, sobre o quais foram colocadas laminulas (22 x 22 mm), que foram
deixadas em repouso por trés minutos. Em seguida, as laminulas foram retiradas, cuidadosamente, e
depositadas sobre ldminas de microscopia, procedendo-se imediatamente a leitura do material no

microscopio.
4.4.2 Coloracao de coccidios pela solucdo de safranina (BAXBY et al., 1984)

Esta técnica tem como fundamento a coloracdo de oocistos de coccidios pela solu¢do de
safranina a quente. Antes da realizacdo da técnica os tubos contendo o filtrado fecal foram submetidos
a centrifugacdo a 2000 RPM por 10 minutos. A coloracéo iniciou-se por meio da preparacdo de um
esfregaco fecal fino produzido com 5 pL de sedimento fecal. A aliquota foi inicialmente depositada
em lamina de microscopia utilizando uma micropipeta, e o esfregaco foi conduzido utilizando a prépria
ponteira acoplada. Logo apds a realizacéo do esfregaco, 0 mesmo foi deixado em repouso na bancada
a temperatura ambiente até a sua secagem completa. O esfregaco foi coberto com uma solucdo de
metanol-acido cloridrico a 3% que foi deixado sobre a lamina por 5 minutos para realizar a fixacdo do
material. Em seguida, o esfregaco foi lavado com um filete de agua corrente sem deixar atingir
diretamente o material fecal, sendo a lamina com o esfregaco deixada novamente em repouso na
bancada para a sua secagem em temperatura ambiente. O esfregaco fixado foi coberto com solucéo
aquosa contendo o corante de safranina a 1%, sendo a face inversa, da que continha o esfregaco,
submetida a aquecimento do corante por meio da passagem dessa face na chama do Bico de Bulsen.
Tal procedimento foi realizado até se observar a emisséo de vapores na solucao de safranina que cobria
o esfregaco fecal. O material foi lavado em um filete de agua corrente e deixado secar a temperatura
ambiente na bancada. Apds a secagem o esfregaco foi coberto com solucéo de azul de metileno a 1%
que foi deixado sobre a lamina por cinco minutos. Ao final, o esfregago foi novamente lavado com um
filete de agua e deixado secar em temperatura ambiente sobre a bancada. Quando seca, a lamina de

microscopia foi encaminhada para leitura em microscopio optico.
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4.4.3 Técnica de Lutz (1919)

Essa técnica fundamenta-se na sedimentacdo espontanea das formas evolutivas dos parasitos.
Parte do material obtido ap0s a filtracdo foi depositado em um célice de fundo conico com capacidade
de 250 mL. Adicionou-se agua destilada até completar o volume do mesmo, que foi coberta com filme
de PVC transparente e mantido em repouso para sedimentacdo por 24 horas. Apos esse periodo, com
uma pipeta descartavel do tipo Pasteur primoutilizada, foi coletado uma aliquota do sedimento e
transferida uma gota da mesma para uma lamina de microscopia. Essa foi coberta com laminula (24 x

32 mm) e, entdo, o material foi encaminhado para leitura.
4.4.4 Ensaio imunoenzimatico

As amostras congeladas em microtubos foram encaminhadas para a realizacdo do ensaio
imunoenzimatico (ELISA — Enzyme linked immunosorbent assay), objetivando aumentar a
sensibilidade de detec¢do do protozoario Cryptosporidium sp.. Os kits adquiridos comercialmente
detectam de forma qualitativa o antigeno da parede do oocisto de Cryptosporidium sp.. em amostras
fecais. O kit utiliza anticorpos monoclonais e policlonais contra o antigeno de superficie do organismo.
Os kits utilizados pertenciam a marca IVD Research® (Lote 1387), com ponto de corte > 0,08 ¢ com
comprimento de onda 450 nm, diferencial de 620 nm. Cabe ressaltar que o ensaio imunoenzimatico foi

realizado conforme com as normas técnicas do fabricante do kit.
445 Anélise Molecular

As amostras fecais que foram positivas na técnica microscOpica e/ou no ensaio
imunoenzimatico foram submetidas a analise molecular para caracterizar a espécie de Cryptosporidium

sp. e também o gendtipo.

4.4.5.1 Extracdo de DNA e Reacdo em cadeia da polimerase

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 0,2 g do material fecal estocados refrigerado nos
tubos de centrifuga. Para a extracdo de DNA a partir da amostra fecal foram utilizados kit de extracao
Purelink Microbiome DNA purification Invitrogen®. As amostras com DNA extraido foram
armazenadas em freezer até a realizagdo da reacdo em cadeia da polimerase.

A caracterizacdo da espécie de Cryptosporidium sp. foi realizada com a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em formato de nested PCR, que amplifica o fragmento do gene 18S RNAr conforme
as condicOes descritas por Xiao et al. (2000). A reacdo da PCR primaria foi realizada com volume final
de 25 pL, utilizando Buffer Tris-KCI 1x (Tris-HCI 20 mM pH 8.4 e KCI 50mM), MgCl> a 6 mM
(Invitogen™); dNTPs com 200 uM de cada dntp, 0,2 pmol de primer forward 18S RNAr, 0,2 pmol de
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primer reverse 18 RNAr, 2,5 U de Taq polimerase (Invitrogen™ — Platinum® Tag DNA Polimerase),
2 UL do DNA extraido sendo completado o volume com agua ultrapura. A PCR foi realizada em um
termociclador da Applied Biosystems (Life Technologies®) com temperatura de desnaturacao inicial
de 95°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, temperatura de anelamento a 55°C por 45
segundos e 72°C por 1 minuto e uma extenséo final a 72°C por 7minutos.

A segunda reacdo de PCR foi realizada com volume final de 25 uL, utilizando Buffer Tris-KCI
1x (Tris-HCI 20 mM pH 8.4 e KCI 50mM), MgCl> (3 mM) (Invitogen™); dNTPs (200 uM de cada
dntp), 0,1 pmol do primer forward 18S RNAr, 0,1 pmol do primer reverse 18 RNAr, 2,5 U de Taq
polimerase (1 unidade, Invitrogen™ — Platinum® Tagq DNA Polimerase), 1 uL do DNA amplificado
da PCR primaria e o restante do volume foi completado com agua ultrapura. A reacdo foi realizada em
um termociclador da Applied Biosystems (Life Technologies®) com temperatura de desnaturacdo
inicial de 94°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, temperatura de anelamento a 55°C
por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e uma extenséo final a 72°C por 7minutos. O produto amplificado
foi verificado na eletroforese em gel de agarose a 1,5% com adicdo da solucdo de Gel Red (Biotum®)
e azul de bromofenol (LGC®). O produto final da nested PCR gerado é de 800 bp.

A caracterizacdo do gendtipo do parasito foi realizada seguindo o protocolo de Chalmers et al.
(2005), também em modelo de nested PCR. Estas reacdes tem como objetivo amplificar o fragmento
do gen da glicoproteina de superficie do espororozoita (gp60). Ambas as reacdes, tanto a primaria,
guanto a secundaria foram realizadas com volume final de 25 uL, utilizando Buffer Tris-KCI 1x (Tris-
HCI 20 mM pH 8.4 e KCI 50mM), MgCl>a 3 mM (Invitogen™); dNTPs com 200 puM de cada dntp,
0,2 pmol de primer forward gp60, 0,2 pmol de primer reverse gp60, 5 U de Taq polimerase
(Invitrogen™ — Platinum® Tagq DNA Polimerase), 5 pL do DNA sendo completado o volume com
agua ultrapura. A PCR foi realizada em um termociclador da Applied Biosystems (Life
Technologies®) com temperatura de desnaturacao inicial de 95°C por 3 minutos, 35 ciclos a 94°C por
45 segundos, temperatura de anelamento a 50°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e uma extensao
final a 72°C por 10 minutos. O produto amplificado foi verificado na eletroforese em gel de agarose a
1,5% com adic¢éo da solucdo de Gel Red (Biotum®) e azul de bromofenol (LGC®). O produto final da
nested PCR gerado ¢é 800 pb.

4.4.5.2 Purificagdo, sequenciamento do DNA e andlise das sequéncias nucleotidicas

Os produtos de PCR obtidos nas reagc6es foram purificados com a enzima Exosap — it seguindo

as recomendacdes do fabricante. Todas as amostras foram sequenciadas com 0S mesmos 0s primers
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empregados na reacdo de nested PCR em um sequenciador automatico 3730xI DNA Analyzer (Applied
Biosystems® Carlsbard, EUA) na plataforma de Sequenciamento de Jaboticabal, Sdo Paulo para a
determinacdo das sequéncias de ambas as direcBes. As sequéncias nucleotidicas resultantes da
amplificacdo dos gen 18SRNAr foram editadas usando o software SeqMan (DNAstar, Larsegene,
versdo 7.0) e avaliadas com sequéncias de referéncias que estdo depositadas no Genbank por meio da
ferramenta nucleotide Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) para
confirmar a espécie do parasito.

ApoGs a verificagdo da espécie, as sequéncias identificadas como Cryptosporidium parvum
foram confirmadas a nivel de espécie por meio do sequenciamento do alvo génico gp60 utilizando a
mesma metodologia previamente descrita para 0 DNA que codifica 0 18S RNAr.

Adicionalmente, estas mesmas sequéncias foram alinhadas com sequéncias de referéncias
depositadas no Genbank e representativas dos diferentes genotipos de Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium  hominis, Cryptosporidium horse genotipe, Cryptosporidium hedgehog,
Cryptosporidium tizzeri e Cryptosporidium cuniculus que ja foram identificados em outros estudos em
amostras bioldgicas de equinos e outras espécies de hospedeiros. A partir desse alinhamento foi gerada
uma arvore filogenética utilizando a analise Neighbor Joining, por meio do software Seaview® com

bootstraps de 1.000 replicacfes e modelo Kimura-2 parametro (GOUY et al., 2010).

4.4.6 Andlise estatistica

Todos os dados recuperados dos treinadores, do stud book, como sexo e idade dos animais,
informacdes da consisténcia e coloracdo do material fecal, e as recuperadas dos formularios foram
armazenados em bancos de dados do Excel Microsoft Office 2007. Anélises estatisticas foram
realizadas para verificar a significancia da frequéncia de Cryptosporidium sp. entre as propriedades
dos equinos e também para verificar se havia alguma associagdo significativa das informacdes obtidas
do stud book, da anélise macroscépica do material fecal e das recuperadas dos formularios com a
positividade para o protozoario. Para tal verificacdo, inicialmente, foi realizada uma analise
exploratdria univariada dos dados para a sele¢do das variaveis com p <0,2 por meio dos testes qui-
quadrado ou exato de Fischer. Posteriormente, as variaveis significativas passaram para analise
multivariada por meio da regresséao logistica com nivel de significAncia de 5%. A existéncia de fatores
associados a infeccéo pelo protozoario foi estimada por Odds Ratio (OR) e seus respectivos intervalos
de confianca de 95%.

Além disso, uma analise estatistica foi aplicada para comparar as mensuragdes dos didmetros
dos oocistos e verificar se havia variacdo estatisticamente significativa nas mensuracdes obtidas entre

as amostras fecais positivas pelas técnicas coproparasitologicas microscopicas. Cabe ressaltar que ao
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todo foram mensurados no minimo 30 oocistos, quando essa quantidade era detectada. Andlise

estatistica das medidas foi realizada por meio do Teste de analise de Variancia (Anova) e o teste de

Tuckey como pds-teste, considerando diferencas significativas os valores de p <0,05 tendo sido

utilizado o software Past.

Abaixo segue o fluxograma resumido da metodologia empregada no estudo (Figura 5).

‘ Pesquisa de Cryptosporidium sp. em fezes de equinos ‘

‘ Formularios e stud book ‘

‘ Amostras de fezes coletadas ‘

‘ Informacdes dos equinos ‘

Macroscopia ‘
Andlise Pesquisa de coproantigenos de
coproparasitologica Cryptosporidium sp.
microscopica Ensaio imunoenzimético

4

4

Técnica de Sheather modificada ‘

Positivo ‘

Técnica de coloragdo com solucéo de safranina

Técnica de Lutz

4

Andlise molecular ‘

Pesquisa da espécie de
Cryptosporidium sp.

Figura5 Fluxograma da metodologia empregada no estudo.
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5. RESULTADOS

Em amostras fecais de 35 (11,1%) equinos mantidos em diferentes propriedades de Teresépolis,
Rio de Janeiro, foram detectados estruturas de Cryptosporidium sp., ao se associar as técnicas
parasitologicas de diferentes fundamentos. O parasito foi detectado pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e pela técnica parasitologica microscopica com coloracdo permanente por solucdo de
safranina, ndo sendo identificado pelas técnicas coproparasitoldgicas de centrifugo flutuacdo e nem
mesmo pela sedimentagdo. O ELISA apresentou maior frequéncia na deteccdo do parasito, sendo
identificado por meio desse ensaio 9,5% das amostras positivas, do que a coloragdo permanente, no
qual foi detectado 1,6% das amostras fecais positivas para o protozoario. De forma geral, ao se
comparar por meio de uma analise prévia univariada exploratdria a positividade detectada entre as
propriedades que mantém equinos em Teresopolis, verificou-se diferenca estatisticamente significativa
(p<0,2). As propriedades D, A e E foram as que apresentaram as maiores frequéncias de equinos
positivos, sendo a propriedade E, aquela que apresentou maior nimero de amostras fecais com oocistos
de Cryptosporidium sp. detectados pela técnica de coloragdo permanente com solucdo de safranina
(Tabela 1).

A partir das analises macroscopicas, pode-se verificar que a maioria das amostras fecais
analisadas apresentavam a consisténcia sélida e possuiam coloracdes com tonalidades amarronzadas.
Em relagdo as amostras positivas para Cryptosporidium sp., observou-se que todas as amostras fecais
positivas, 35, apresentavam consisténcia fecal solida, ou seja, estavam firmes e moldadas com
coloragdes do tipo amarronzadas, que variaram do marrom intenso, marrom esverdeado ao marrom
avermelhado. A partir das informacdes recuperadas de cada equino no stud book e/ou por informacdes
pessoais dos treinadores, observou-se que tanto o sexo, quanto as faixas etarias apresentaram diferencas
significativas de positividade para Cryptosporidium sp. na analise univariada exploratoria (p<0,20)
(Tabela 2).
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Tabela 1 Frequéncia e analise univariada de Cryptosporidium sp. detectado em fezes de equinos
mantidos em diferentes propriedades em Teresépolis, Rio de Janeiro por meio da técnica
parasitoldgica microscopica com solucdo safranina e pelo ensaio imunoenzimatico.

Propriedades de equinos/ Cryptosporidium sp. Cryptosporidium sp. .
Quantidade de amostras Safranina ELISA Positivo valor de p
A (n=42) 0 8 (19%) 8 (19%)
B (n=74) 0 1(1,4%) 1(1,4%)
C (n=49) 1 (2%) 1 (2%) 2 (4%)
D (n=40) 0 18 (45%) 18 (45%) 0,0000°*
E (n=82) 4 (4,9%) 1(1,2%) 5 (6,1%)
F (n=22) 0 1 (4,5%) 1 (4,5%)
G (n=2) 0 0 0
H (n=3) 0 0 0
Total (n=314) 5 (1,6%) 30 (9,5%) 35 (11,1%)

Propriedades A,B,C,D,E: Centro de Treinamento de Puro Sangue Inglés; Propriedades F,G,H:
Haras de pbneis; *p<0,2. n: nimero de amostras fecais coletadas.

A maioria dos equinos incluidos neste estudo eram da raga Puro Sangue Inglés, sendo
portanto, mantidos em centros de treinamento em Teresopolis. Nesse grupo de equinos, se concentrou
amaior frequéncia evidenciada para o protozoario, sendo somente detectado em haras, ou seja, criatorio
de pbnei um animal positivo por meio do coproantigeno. Ao se analisar a casuistica deste estudo com
informacdes recuperadas dos formularios que pudessem estar associadas com a infec¢do pelo
protozoario, verificou-se que todas as propriedades possuiam outras espécies de animais, que diferiam
entre galinaceos, cdes, gatos e ruminantes. No entanto, somente a presenca de cées e dos pequenos
ruminantes, como ovino e caprino, demonstrou associacdo estatisticamente significativa na analise
univariada (Tabela 2).

Diferencas estatisticamente significativas também foram observadas em relacdo ao tipo de
agua fornecida para o equino (p<0,20). Maior frequéncia de Cryptosporidium sp. ocorreu entre 0s
equinos que consumiam agua da nascente (18,1%), seguido por aqueles que consumiam agua da
nascente e pogo artesiano (7,7%) e por ultimo, aqueles que s6 consumiam agua de poco de artesiano
(6,1%). Quanto ao tratamento da &gua, poucas foram as propriedades de equino que realizavam esse
procedimento, desta forma, esta varidvel acabou ndo sendo associada de forma diferenciada para

determinar ou ndo a infecgdo por este protozoério (Tabela 2).



Tabela 2 Frequéncia de Cryptosporidium sp. de acordo com variaveis recuperadas da
andélise macroscopica do material fecal, do stud book e dos formul&rios aplicados aos
treinadores de equinos mantidos em diferentes propriedades em Teresopolis, Rio de

Janeiro.
Variaveis MlcrOSC.Opla EL.I S.A Total de postivo Valor de p
Safranina  Positivo

Consisténcia fecal
Sélida (n=306) 5(1,6%) 30(9,8%) 35(11,4%)
Semi-sélida (n=5) 0 0 0 a
Pastosa (n=2) 0 0 0 0,6557
Diarreica (n=1) 0 0 0

Coloragédo
Verde (n=6) 0 0 0
Marrom esverdeado (n=77) 0 11 (14,3%) 11 (14,3%)
Marrom avermelhado (n=16) 1 (6,3%) 1 (6,3%) 2 (12,5%) 0,690°
Marrom (n=215) 4 (1,9%) 18 22 (10,2%)

Sexo
Macho (n=167) 3(1,8%)  9(54%) 12 (7,2%) 0,027%*
Fémea (n=147) 2 (1,4%) 21(14,3%) 23(15,6%)

Idade
<2 anos (n=55) 0 12 (21,8%) 12 (21,8%)
> 2 < 5 anos (n=209) 4(1,9%) 15 (7,2%) 19 (9,1%) 0,031°*
> 5 anos (n=50) 1 (2%) 3 (6%) 4 (8%)

Tipo de estabelecimento
Centro de Treinamento (n=287) 5(1,7%) 29 (10,1%) 34 (11,8%) 0,33
Haras de poneis (n=27) 0 1 (3,7%) 1 (3,7%)

Presenca de outros animais na propriedade
Galinaceos (n=178) 5(2,8%) 10 (5,6%) 15 (8,4%) 0,11
Cio (n=178) 0 28 (15,7%) 28 (15,7%) 0,005%*
Gato (n=166) 1(0,6%) 20 (12%) 21 (12,6%) 0,4
Ovino e caprino (n=87) 4 (4,6%) 1(1,1%) 5 (5,8%) 0,09%*
Bovino (n=5) 0 0 0 0,93

Agua fornecida para os animais
Nascente (n=116) 1(0,9%) 20(17,2%) 21 (18,1%)
Nascente e poco artesiano (n=116) 0 9 (7,7%) 9 (7,7%) 0,013"*
Poco artesiano (n=82) 4 (4,9%) 1(1,2%) 5 (6,1%)

Tratamento da 4gua
Sim (n=5) 0 0 0 a
N4o (n=309) 5(1,6%) 30(9.7%) 35 (11,3%) s

* p<0,20; a: teste de qui-quadrado; b: teste exato de Fisher.
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Para compor um modelo regressdo logistica, foram selecionadas as variaveis que na analise
univariada exploratoria apresentaram p<0,20, ou seja, o sexo, idade, presenca de caes, presenga de
ovino de caprino e tipo de dgua fornecida aos animais. Estas varidveis foram entdo submetidas a uma
andlise multivariada, no qual foi possivel observar associacdo significativa somente entre a
posititividade de Cryptosporidium sp. e a presenca de caes, ovino e caprino, bem como ao tipo de 4gua
fornecida aos animais. Equinos que estavam em propriedades onde circulavam cées e ovinos e caprinos

tiveram cerca de seis e nove vezes mais chance, respectivamente de estarem parasitados pelo
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protozoério em comparagdo com 0s equinos que eram mantidos em propriedade no qual ndo haviam
caes e pequenos ruminantes. O tipo de dgua também foi uma variavel significativamente associada a
infeccdo parasitaria nos equinos (p = 0,0035). Os animais que recebiam agua da nascente apresentaram
mais chance de estarem parasitados do que os que recebiam somente 4gua de poco ou agua de pogo e
da nascente (OR = 2,7860; 1C 95% = 1,4019-5,5360) (Tabela 3).

Tabela 3 Modelo final de analise de regressdo mdaltipla das variaveis
estatisticamente associadas com a positividade para Cryptosporidium sp. detectado
nas amostras fecais dos equinos mantidos em diferentes propriedade em
Teresopolis, Rio de Janeiro.

Regressao logistica multipla

Variavels p valor OR ajustado (IC 95%)
Sexo 0,2849 1,5469 (0,6954 - 3,4411)
Idade 0,3753 0,7419 (0,3834 - 1,4355)
Presenca de cées 0,0167* 6,5431 (1,4046 - 30,4807)
Presenca de ovino e caprino 0,0291* 9,3549 (1,2553 - 69,7138)
Agua fornecida para 0s animais 0,0035* 2,7860 (1,4019 - 5,5360)

*p<0,05.

Os oocistos detectados pela técnica de coloracdo permanente com solucdo de safranina nas
amostras fecais dos equinos PSI apresentaram coloragbes variadas, com diferentes graus de
intensidade, nos quais 0s tons variaram do rosa, passando pelo vermelho, até o purpura intenso. O
fundo das preparacdes submetido ao azul de metileno destacou os oocistos, além de corar, em outros
tons, alguns organismos como estruturas leveduriformes, facilitando assim o diagnéstico diferenciado.
Na maioria dos isolados do protozoario ndo se conseguiu observar uma morfologia interna bem
definida como a presenca dos quatro esporozoitas (Figura 6). Pode-se observar também que algumas
preparagdes tinham um halo mais claro em torno do oocisto, oocistos maus corados com tonalidades

em azul, bem como &reas arredondadas onde ndo existia mais o oocisto.
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Figura 6 Prancha cientifica da fotomicrografia dos oocistos de Cryptosporidium sp. indicados por setas
e asteriscos, corados pela solugédo de safranina detectados em fezes de equinos da raca Puro Sangue
Inglés mantidos em centros de Treinamento em Teresépolis, Rio de Janeiro. A foto A corresponde a
equino 197 mantido na propriedade C, as fotos B,C,D e E correspondem aos equinos 271, 266, 285 e
292, respectivamente mantidos na propriedade E. Barra= 4 um. As fotomicrografias foram realizadas
com aumento de 1000 vezes.

A morfometria das formas compativeis com oocistos detectados em lamina de microscopia
corada com solucdo de safranina foi realizada, sendo recuperadas informacdes dos didmetros dos
oocistos que apresentavam morfologia compativel com Cryptosporidium sp.. As mensura¢cdes médias
dos diametros maior e menor, bem como o desvio padrdo seguem descritos na tabela 4. O menor valor
médio detectado no diametro maior foi de 4,14 e o maior foi de 4,9, enquanto que o menor valor méedio
detectado no didmetro menor foi de 4,03 e o maior 4,63. De forma geral, foi evidenciada variacéo
estatisticamente significativa (ANOVA; p<0,05) na morfometria dos oocistos entre as cinco amostras
fecais positivas na técnica parasitoldgica microscopica. Quando estes parametros foram avaliados pelo
teste estatistico de Tuckey, esta variagédo significativa esteve presente entre as amostras Cry — 266 e

Cry 285, tanto no maior didmetro (p=0,038) quanto no menor diametro (p=0,044).
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Tabela 4 Informagdes morfomeétricas (media e desvio padréo) dos
oocistos de Cryptosporidium sp. detectados pela técnica de
coloracdo permanente em fezes de equinos mantidos em
propriedade de Teresopolis, Rio de Janeiro.

Caracteres Maior diametro Menor diametro
Cry- 198 (n=39)  435=0.66 125 = 0.69
Cry - 266 (1=11) 4.9 +0.66 4,63 =050
Cry - 271 (n=30) 1.6 = 0.66 153 +0.62
Cry-285 (n=28)  4.14+0,66 1,03= 0,50
Cry-292 (n=33)  4.75+127 130+ 1,13

ANOVA (valor de p) 0,031 0,039

As 35 amostras fecais positivas para Cryptosporidium sp., foram submetidas a analise
molecular utilizando primers que amplificam o gen 18S RNAr e a glicoproteina de superficie gp60.
Destas, oito amostras apresentaram bandas no gel de eletroforese com cerca de 800 bp, compativel
com o protozoario. Na analise das sequéncias nucleotidicas geradas do 18S RNAr, pode-verificar que
ao todo, sete amostras apresentaram fragmentos de sequéncias que foram identificadas como
Cryptosporidium parvum, e somente uma amostra com sequéncia nucleotidicas compativel com
Cryptosporidium felis. As sequéncias oriundas do gen 18S RNAr apresentaram valores de identidade
variando ente 99,6% a 100% em comparacdo com sequéncias depositadas no Genbank (Tabela 5).
Dessas, sete sequéncias foram depositadas no Genbank com os nimeros de acesso MZ161164 a
MZ161169, pois apresentavam tamanhos que variaram de 293 a 691 pb. Somente a sequéncia
nucleotidica oriunda da amostra 285 néo foi depositada, pois apresentou uma sequéncia com 153 bp,
ou seja, tamanho menor do que o valor limite do Genbank que € 200 bp (Tabela 5).

A partir da andlise das sequéncias geradas com os primers que amplificam o fragmento
nucleotidico do gen da gp60 foi possivel confirmar a espécie Cryptosporidium parvum nas sete
amostras que haviam sido classificadas também como desta espécie pela analise do 18S RNAr. Todas
as sequéncias de C. parvum obtidas dos fragmentos da gp60 foram publicadas no Genbank e 0 nimero
de acesso segue na tabela 5. De forma geral, ao se agrupar os fragmentos das sequéncias de C. parvum
do gen gp60 com sequéncias de referéncia pode-se verificar uma predominancia da familia Ila e tal
caracteristica foi confirmada a partir do alinhamento, uma vez que foi identificado 100% de
similaridade entre a sequéncia deste estudo levando em consideracdo a regido da menor sequéncia
nucleotidica obtida, que foi do isolado 171, que tinha 423pb. Além disso, foi possivel identificar em
C. parvum de forma completa o gendtipo 11aA15G2R1 na amostra fecal do equino 266. As sequéncias
de C. parvum identificadas a partir da gp60 também apresentaram valores de identidade 99,86% a
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100% quando foram comparadas com as sequéncias de referéncia do Genbank, tendo sido interpretado

tamanho de fragmentos que variaram de 423 a 720 pb (Tabela 5, Figura 7).



Tabela 5 Isolados de Cryptosporidium spp. caracterizados molecularmente detectados em fezes de equinos mantidos em propriedades em

Teresopolis, Rio de Janeiro.

oA . . ELISA PCR, sequenciamento  Sequéncia do Genbank PCR, sequenciamento  Sequéncia do Genbank
Isolado/N° acesso . Idade do Sexo do Consisténcia e cor  Microscopica . P X o P . o
Genbank Propriedade equino equino das fezes Safranina (faixa de e tamanho da sequéncia Identidade (%) e tamanho da sequéncia Identidade (%)
leitura) 18S RNAr 18S RNAr gp60 gp60
99,63%
MK982512.1
80 ar . . Cryptosporidium felis MK886594.1 .
RNAr18S: MZ161164 A 5 anos F Sélida, marrom Negativo Positivo 539 pb MH115431 1 Negativo NA
MF589920.1
KM977642.1
99,86%
85 100% MTO010359.1
RNAr18S: MZ161165 A lanoe5 = Sélida, marrom Negativo Positivo Cryptosporidium parvum ME327254.1 Cryptosporidium parvum MT010358.1
60: MZ230731 meses esverdeada 453 pb KU198182.1 719 pb MT010357.1
9poD: : MN815775.1
MNO037870.1
100% 99,63%
171 MT648442.1 MT265776.1
. Sélida, marrom . . Cryptosporidium parvum MT648441.1 Cryptosporidium parvum MT265775.1
RNA&?;%@S;;GB = BEEE i esverdeada NEZOTE PRSI 523 pb MT648440.1 423 pb MT265774.1
R MT002720.3 MT265771.1
MT374186.1 MT265768.1
100% 100%
197 MT648442.1 MT265776.1
) 4 anos e - Oocistos de . Cryptosporidium parvum MT648441.1 Cryptosporidium parvum MT265775.1
RNAgéSiﬂgﬂzié%;m c 5 meses M Solida, marrom Cryptosporidium Negativo 536 pb MT002720.3 685 pb MT265774.1
9ped: MT374186.1 MT265771.1
MT002719.2 MT265768.1
100% 100%
266 MY Cryptosporidium parvum VTS
RNAr18S: MZ161168 E 4 anos F Solida, marrom Oesies G2 Nty S LesPeaTD PR MRS 11aA15G2R1 NrASSSA
60- MZ230734 Cryptosporidium 340 pb MW769924.1 763 b MT265775.1
Cad MW769923.1 P MT265774.1
MW?769922.1 MT265772.1
99,58%
27t Sélida, marrom Oocistos de Cryptosporidium parvum 100% Cryptosporidium parvum h'\:'-ll—2225777756;
RNAr18S:MZ161169 E 5 anos M avermelhada  Cryptosporidium  NEGaivo P p691 ob P MN540783.1 P p720 ob P MT 2657701
gp60: MZ230735 MN540758.1 MT265771.1
MT265768.1
100% 100%
MW?769926.1 MT265776.1
285 - Oocistos de . Cryptosporidium parvum MW769925.1 Cryptosporidium parvum MT265775.1
gp60: MZ230736 2 Semes % S, WEMCD  oeemmriehny oA 153 pb MW769924.1 642 pb MT265774.1
MW?769923.1 MT265771.1
MW?769922.1 MT265768.1
100% 100%
292 MN918244.1 MT265776.1
K - Oocistos de . Cryptosporidium parvum MN918240.1 Cryptosporidium parvum MT265775.1
RNAg;?S,\'A;";tgl;;O E 5 anos F Solida, marrom o ocporidium TV e9atvO 293 pb MN918212.1 647 pb MT265774.1
9po0: MN918206.1 MT265771.1
MN918168.1 MT265768.1

M: Macho; F: Fémea



Cryptosporidium parvum 11aA17G2R1 (KT148950.1) . Estados Unidos
—1 Cryptosporidium parvum 11aA13G2R1 (KT148951.1) - Estados Unidos
Cryptosporidium parvum 11aA15G2R1 (KT948747.1) - SP, Brasil
Cryptosporidium parvum 1laA18G3R1 (KT948746.1) - SP, Brasil
Cryptosporidium parvum 11aA23R1(KP272152.1) - Italia
Cryptosporidium parvum 11aA16G1R1 (KJ941147.1) - Algéria
Cryptosporidium parvum RJ TERE 266

Cryptosporidium parvum RJ TERE 271
Cryptosporidium parvum RJ TERE 197
Cryptosporidium parvum RJ TERE 85

Cryptosporidium parvum RJ TERE 292
Cryptosporidium parvum RJ TERE 285

Cryptosporidium parvum RJ TERE 171
Cryptosporidium parvum 1IdA21G1 (KP272150.1)
Cryptosporidium parvum |IdA22G1 (KP272151.1)
98 Cryptosporidium parvum 1ldA19G1 (HQ009809.1)
Cryptosporidium parvum |IrA5G1 (KU852718.1)

92
— Cryptosporidium hominis \kA20G1 (KT948748.1)

100 I Cryptosporidium hominis IkA16G1 (KU200963.1)

Cryptosporidium hominis IkA15G1 (KJ941148.1)

Cryptosporidium parvum lcA5G3a (AF164491.1)

Cryptosporidium parvum |1A18 (AM937006.1)
| Cryptosporidium sp. horse genotype VIaA11G3 (KU200960.1)

o1 | Cryptosporidium sp. horse genotype VIaA15G4 (KC559769.1)

Cryptosporidium hedgehog Xllla (KC305643.1)

Cryptosporidium tyzzeri IXbA22R9 (KJ469988.1)

Cryptosporidium hominis |dA15 (KX926458.1)

Cryptosporidium cuniculus VaA18 (FJ262730.1)

0.050

Figura 7 Relagdes genéticas entre isolados de Cryptosporidium spp. inferidas pelo algoritimo Neighbor Joining utilizando o modelo Tamura
3-parametro com base nas sequéncias do gene gp60. Os numeros associados aos ramos referem-se aos valores de bootstraps para 1000
replicagdes. Bootstraps acima de 50% estdo mostrados na arvore.
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6. DISCUSSAO

A frequéncia geral de Cryptosporidium sp. detectada nos equinos mantidos em diferentes
propriedades de Teresopolis, Rio de Janeiro, foi de 11,1% ao se associar os resultados obtidos pelas
técnicas coproparasitoldgicas microscopicas de coloracdo com solucdo de safranina e a pesquisa de
coproantigenos com ensaio imunoenzimatico (ELISA). Frequéncias inferiores ao do presente estudo
foram relatadas em plantéis de equinos nos Estados Unidos (0 a 5,1%), Republica Tcheca e Poldnia
(3,4%); e Itlia (8% a 10,8%) por meio das técnicas coproparasitolégicas microscopicas de flutuacéo,
coloragdo permanente, imunofluorescéncia direta e técnicas moleculares, na Pol6nia (3,5%) pelas
técnicas parasitologicas microscopicas com coloracdo permanente e ensaio imunoenzimatico, Reino
Unido (3,8% a 8,9%), Bélgica e Grécia (2%) pela imunofluorescéncia direta e biologia molecular, bem
como em propriedades de criacdo de equinos na China (1,8 a 6,9%) e Argélia (2,3% a 3%) utilizando
somente técnicas de biologia molecular (BURTON et al., 2010; CHALMERS et al., 2005; DENG et
al., 2017; FREDERICK et al., 2009; JOHNSON et al., 1997; KOSTOPOULOU et al., 2015;
LAATAMNA et al. 2013; LAATAMNA et al. 2015; LIU et al., 2015; MAJEWSKA et al. 2004;
PERUCCI et al., 2011; QI et al.,, 2015; REINEMEYER et al., 1984; STURDEE et al., 2003;
VERONESI et al., 2010;WAGNEROVA et al. 2015).

Positividades superiores a evidenciada nos equinos de Teresopolis, RJ foram relatadas em
diferentes estados do Brasil, como nas cidades de Sdo Paulo, utilizando técnicas de centrifugo
sedimentacdo em éter e coloracdo permanente de Kinyoun (18,4% a 21,4%) e pelas técnicas de biologia
molecular (21,7%), no Rio Grande do Sul utilizando a centrifugo flutuacdo com solucéo de sulfato de
zinco (38,5% a 75%) e no Parana com a coloracéo permanente de Ziehl Neelsen (18,52%) (FUJI et al.,
2014; GOMES et al., 2008; INACIO et al., 2012; INACIO et al., 2017; TOSCAN et al., 2010).
Frequéncias superiores também foram relatadas em equinos criados em propriedades localizadas em
outros paises por meio de técnica parasitologica microscopica e imunodiagnéstico no Reino Unido
(17%), pela microscopia e biologia molecular em Taiwan (37%) e Nova Zelandia (18%), pelo
imunodiagnostico e biologia molecular na Inglaterra e Pais de Gales (25%) e por meio somente das
técnicas de biologia molecular como nas propriedades de criacdo de equinos nos Estados Unidos
(33,3%), Italia (37,8%) e Peninsula Ibérica (12,6%) (CAFFARA et al. 2013; COUSO-PEREZ et al.,
2020; GALUPPI et al., 2015; GRINBERG et al., 2009; GUO et al., 2014; NETHERWOOD et al.,
1996; SMITH et al., 2010; WAGNEROVA et al., 2016). No entanto, casuistica de positividade muito
abaixo da evidenciada do presente estudo foi relatada por Souza et al. (2009) em equinos mantidos em
Corporagdes militares e no Centro de Controle de Zoonoses, localizados também no estado do Rio de
Janeiro, 0,75%, ao serem utilizadas técnicas parasitologicas microscopicas de centrifugo flutuagcdo com

solucdo de sacarose e coloracdo permanente com solucdo de safranina.
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A frequéncia de cerca de 11% de equinos positivos para Cryptosporidium sp. evidenciada neste
estudo, pode indicar uma baixa taxa de infeccdo para este protozodario entre os equinos da raca Puro
Sangue Inglés mantidos em centros de treinamento e também nos pdneis mantidos nos haras em
Teresopolis, Rio de Janeiro. No entanto, essa casuistica pode nao estar correspondendo a real
quantidade de equinos parasitados, pois no presente estudo pleiteou-se a realizagcdo de uma amostragem
pontual, ou seja, uma Unica amostra fecal foi obtida de cada animal. Sabe-se que o diagnostico da
criptosporidiose é considerado um desafio, pois 0s sintomas clinicos da parasitose sdo inespecificos e
nem sempre estdo presentes. Além disso, 0s oocistos sao muito pequenos, portanto, dificeis de serem
visualizados ao microscopio, sendo liberados nas fezes de forma intermitente (MCKENZIE; DIFFAY,
2000; SANTIN, 2013). Desta forma, esta parasitose, vem sendo considerada como subdiagnosticada,
principalmente entre os animais, se destacando os equinos, que diferentemente de bovinos e pequenos
ruminantes ndo sdo considerados os principais reservatorios do protozoario, ndo sendo, portanto, 0s
hospedeiros mais estudados nos inquéritos epidemioldgicos (TOMAZIC et al., 2018).

As diferentes frequéncias supracitadas entre os estudos epidemiologicos podem estar
diretamente relacionadas aos variados testes laboratoriais empregados, a localizacdo geografica da
propriedade do equino e ao manejo realizado com os animais. De forma geral, ndo hd uma padronizagéo
dos testes laboratoriais utilizados para detectar Cryptosporidium sp., sendo muita das vezes, 0s mesmos
escolhidos de acordo com o fomento financeiro disponivel e a expertise do pesquisador com a técnica
aplicada. Além disso, ainda ndo ha um método padrdo ouro para diagndstico de Cryptosporidium sp.,
existindo diferencas de sensibilidade e especificidade entre as técnicas laboratoriais empregadas, que
também podem variar de acordo com a amostra fecal da espécie do hospedeiro (COLE et al., 1999).
Tal fato, acaba prejudicando as comparacgdes dos indices epidemioldgicos relatados entre os diferentes
estudos e o realizado com o0s equinos mantidos nas propriedades de Teresépolis, Rio de Janeiro.

Nas amostras fecais dos equinos do presente estudo, o género Cryptosporidium foi
principalmente detectado por meio do ensaio imunoenzimatico (ELISA). Esta técnica diagnostica
coproantigenos do parasito, ndo necessitando que o mesmo esteja com sua forma evolutiva integra e/ou
se multiplicando, além de ser mais sensivel por detectar protozoarios mesmo em baixas cargas
parasitarias (BARBOSA et al., 2020). No entanto, esse resultado deve ser analisado com cautela, pois
0 ELISA ndo concordou com os resultados obtidos pela técnica parasitologica de coloracédo
permanente, na qual foi possivel visualizar oocistos morfometricamente compativeis com
Cryptosporidium sp.. Esse resultado ressalta a possibilidade do ELISA ter apresentado resultados falso
positivos, ou seja, reacGes imunologicamente cruzadas com outros microrganismos incluindo os
patogénicos, os que compdem a microbiota, helmintos e/ou com componentes da dieta do equino. A
falta de concordéncia entre o ELISA e a técnica parasitologica microscopica também pode estar
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relacionada a auséncia de antigeno do parasito na aliquota fecal testada no momento da realiza¢do do
ensaio.

Contudo, sabe-se que as técnicas parasitologicas microscopicas de coloragdo permanente
apresentam baixa sensibilidade. Cole et al. (1999) ao analisarem a eficiéncia do diagndstico de
Cryptosporidium sp. por meio de diferentes técnicas em amostras fecais de equinos, demonstraram que
oocistos do protozoario s6 foram detectados por meio da técnica parasitoldégica microscopica de
coloracdo permanente de Kinyoun, quando havia pelo menos 5x10° oocistos por grama de fezes na
amostra. Ainda que tenha sido baixo o diagndstico parasitolégico microscopico nas fezes dos equinos
de Teresopolis, a deteccdo da forma evolutiva do oocisto, indica possivelmente que o protozoario
poderia estar se multiplicando e o equino verdadeiramente infectado. Fato que nem sempre pode ser
cogitado quando se detecta o parasito somente pelo coproantigeno e/ou por técnicas moleculares.

Em relacdo ao manejo, é importante ressaltar que a maioria dos equinos incluidos neste estudo
era da raga Puro Sangue Inglés (PSI), mantidos em centros de treinamento destinados a atividades
esportivas de turfe, ou seja, atletas de elevado valor econémico. Estes permaneciam em sistema de
confinamento em baias individuais em grande parte do seu dia. J& os pOneis, por serem animais
destinados principalmente ao lazer, recebiam manejo diferenciado, passando parte do dia confinado
em baias e também pastando em piquetes. No entanto, 0 manejo realizado, tanto dos péneis, quanto de
equino da raca PSI era altamente cuidadoso, incluindo a aplicacdo de vacinas, administracdo de anti —
helminticos a cada dois ou trés meses, fornecimento de alimentacdo com elevado teor nutricional e
realizacdo de rotinas diérias de higiene das baias e demais instalagfes. Além disso, estes animais eram
inspecionados e assistidos em varios momentos do dia por diferentes profissionais. Esse manejo
sanitario rebuscado pode também ter contribuido para minimizar as infec¢des por Cryptosporidium sp.,
ainda que n&o sejam 100% eficazes para eliminar a infeccao do equino e a contaminagédo do protozoério
do ambiente, determinando assim a baixa frequéncia evidenciada nesse estudo. No entanto, como 0s
equinos PSI ficam mantidos em baias de forma individual, os mesmos acabam se tornando mais
suscetiveis ao estresse pelo confinamento (SCHMIDEK, 2018). Sabe-se que 0 estresse em equinos
pode determinar alteragbes na mucosa do seu trato gastrointestinal e consequentemente o
desenvolvimento de colicas e Ulceras (SCHAEFER et al., 2006). Estas alteraces podem favorecer as
infeccdes pelos parasitos, se destacando os oportunistas como Cryptosporidium sp.

E importante ressaltar que a maioria das amostras fecais dos equinos coletadas e positivas para
Cryptosporidium sp. foram classificadas como sélidas com tonalidades amarronzadas, ndo sendo,
portanto, verificado associacdo entre a infeccdo pelo protozoario e as caracteristicas de consisténcia e
coloragdo do material fecal. Resultados similares ao do presente estudo em relagéo a consisténcia fecal

foram relatados em fezes de equinos mantidos em propriedades em Taiwan, Estados Unidos, Canada,
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Italia, Bélgica, Holanda, Alemanha, Grécia, Republica Tcheca, Poldnia e no Brasil, especificamente
em S3o Paulo (BURTON et al., 2010; GUO et al., 2014; KOSTOPOULOU et al. 2015, INACIO et al.,
2012; INACIO et al., 2017; OSLON et al;, 1997; VERONESI et al., 2010; WAGNEROVA et al.,
2015). Mediante as caracteristicas observadas no material fecal dos equinos de Teresopolis, Rio
Janeiro, pode-se ressaltar que possivelmente 0s mesmos estavam assintomaticos, incluindo aqueles em
que foram detectados oocistos de Cryptosporidium sp. por meio das técnicas coproparasitoldgicas
microscopicas de coloracdo permanente. Tal fato ressalta a importancia dos equinos como possiveis
reservatorios do protozoéario na cidade de Teresopolis, que é considerada um dos principais nucleos de
criagéo de equinos do Brasil que desempenham fungdes diferenciadas, destacando os de turfe mantidos
em centros de treinamento e aqueles voltados para recreacdo como € o caso dos poneis.

De forma geral, neste estudo 0s equinos mais jovens com até dois anos de idade foram os que
apresentaram proporcionalmente a maior taxa de positividade para Cryptosporidium sp., e esta, foi
diminuindo com o avancar das categorias etarias dos animais. Em relacdo ao sexo, as fémeas foram as
que apresentaram maior casuistica de individuos potencialmente infectados pelo protozoario. Alem
disso, pode-se verificar que mais 40% das fémeas positivas pertenciam justamente a categoria de
equinos mais jovens, ou seja, animais recém-chegados aos plantéis. A partir de uma analise univariada
exploratdria a frequéncia geral de Cryptosporidium sp. mostrou-se possivelmente associada com a
idade e 0 sexo dos animais. No entanto, quando as mesmas fizeram parte do modelo de regressao
logistica multivariado, tanto a idade, quanto o sexo ndo foram associados a infecgdo pelo protozoario.
Panorama similar ao evidenciado neste estudo, ou seja, a ndo associacdo destas variaveis com a
infeccdo por Cryptosporidium sp. também foram relatadas em outras propriedades de criacdo de
equinos localizadas na Argelia, Bélgica, Holanda, Alemanha, Grécia, Republica Tcheca, Pol6nia e em
outras estados do Brasil (FUJI et al., 2014; GOMES et al., 2008; INACIO et al., 2017;
KOSTOPOULOU et al., 2015; LAATAMNA et al., 2013; LAATAMNA et al., 2015; WAGNEROVA
et al., 2015). Sabe-se que os extremos idade séo considerados um dos principais fatores de risco para a
infeccdo por esse protozoario, devido a imaturidade do sistema imunoldgico, que acaba favorecendo
as infecgcbes (XIAO; HERD, 1994). No entanto, os animais incluidos nas trés categorias etérias
definidas no presente estudo mostraram-se igualmente suscetiveis a infec¢do quando se analisou todas
as variaveis potencialmente relacionadas a parasitose de forma conjunta.

A positividade para Cryptosporidium sp. foi principalmente evidenciada nos equinos PSI dos
centros de Treinamento D, seguido pelo A e pelo E. Cabe ressaltar, que a propriedade D é uma das que
possuiam no momento do estudo maior nimero de animais jovens. Este pode ter sido um fator que
influenciou em sua casuistica apesar desta variavel ndo ter sido diretamente associada a infeccao. J4, a

propriedade A, apesar de ndo possuir muitos equinos de reposi¢ao jovem tem como histérico, ter sido
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um dos maiores nucleos de reproducdo de equinos PSI da cidade, possuindo ainda, uma pequena
parcela de animais nesta condi¢do. Sabe-se que as eguas com potros ao pé séo um dos fatores de risco
que favorecem a transmissdo e manutencdo do protozoario em plantel de equinos, pois as fémeas
acabam atuando como fonte de infeccdo para 0s potros que sdo altamente suscetiveis a infecgdo (XIAO;
HERD, 1994). Além disso, ao conversar com os treinadores no momento da aplicagdo dos formularios,
0s mesmos relataram que a dgua fornecida aos animais na propriedade A se origina de uma nascente
onde ha criacdo de ruminantes, e tal fato pode ter contribuido com a contaminacdo ambiental, pois 0s
ruminantes sdo considerados os principais reservatérios do protozoario como ja foi apontado por
Tomazic et al. (2018).

No caso da propriedade E, na qual foram detectados equinos positivos pelo ELISA e pela técnica
parasitol6gica microscopica, no momento da coleta da amostra fecal, havia um plantel de cerca de 22
pequenos ruminantes, compostos por ovinos e caprinos, que eram criados proximos aos galpdes dos
equinos. Ainda que nédo tenha sido realizado exames coproparasitoldgicos desses pequenos ruminantes,
assim como descrito para a propriedade A, estes ja foram apontados sendo o segundo maior
reservatorio de Cryptosporidium sp., perdendo somente para os bovinos (TOMAZIC et al., 2018). A
proximidade de ruminantes como fator de risco para equinos se infectarem por Cryptosporidium sp.
também foi apontada por Snyder et al. (1978) em potros arabes em propriedade nos Estados Unidos e
por Smith et al. (2010) em equinos de diferentes fazendas na Inglaterra e Pais de Gales. Além disso,
Teresopolis, por ser uma cidade da regido serrana, possui terrenos bem ingremes, que favorecem a
lixiviagdo e, consequentemente a dispersdo de parasitos no ambiente, que podem ter contaminado a
pista de corrida dos equinos, bem como os seus galpdes. Apesar destas condigdes peculiares em cada
propriedade, ndo pode ser descartado o fato do equino ter sido infectado em seu plantel de origem,
quando ainda era um potro, chegando entdo ja parasitado no centro de treinamento. Desta forma,
mesmo que recebam anti — helminticos, os equinos continuardo parasitados com o protozoario, pois
estes farmacos ndo séo eficazes para eliminar a infeccdo por Cryptosporidium sp.

Neste estudo a presenca de cdes e de pequenos ruminantes, cOmo ovinos e caprinos, assim como
o tipo de &gua fornecida aos animais foram associados a infec¢do quando analisados de forma conjunta
na analise multivariada. A presenca de outras espécies animais nas propriedades que mantém os
equinos parece realmente ter favorecido a infeccdo dos mesmos na propriedade E, respaldando a
discussdo previamente descrita, bem como nas outras propriedades incluidas neste estudo nas quais
outras espécies animais também foram observadas.

Cabe ressaltar, que na maioria das propriedades incluidas neste estudo era fornecida, para 0s
equinos, agua de nascente, que ndo recebiam nenhum tratamento. Alids, a cidade de Teresdpolis é
famosa por sua hidrografia, e por isso a populagdo possui o habito de consumir dgua direto de fontes e
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nascentes, que muitas das vezes ndo passam por tratamento. Apesar da agua ser considerada de elevada
qualidade na cidade pela populacéo local, a mesma nédo pode ser garantida, e dessa forma, 0 consumo
da agua in natura, pode ser considerado uma fonte de infeccéo do parasito, tanto para 0s equinos, como
também dos equinos para outros animais, incluindo os seres humanos. Assim como neste estudo, o
consumo de agua in natura ja foi considerado uma variavel possivelmente associada a infeccdo por
Cryptosporidium sp. para equinos mantidos em propriedades no noroeste de Sao Paulo (INACIO et al.,
2017).

No presente estudo, dentre as 35 amostras positivas, somente em oito foi possivel caracterizar a
espécie de Cryptosporidium sp. por meio das técnicas de biologia molecular. Dessas, cinco amostras,
também foram detectadas e caracterizadas morfometricamente pela coloracdo permanente com a
solucdo de safranina. A impregnacao da coloracdo résea no oocisto pela solucéo de safranina e a contra-
marcacdo das outras estruturas em tonalidades azuladas a arroxeadas facilitaram a visualizagdo da
estrutura morfologicamente compativel com a do oocisto de Cryptosporidium sp.. Além disso, esses
oocistos foram mensurados a fim de ratificar tais estruturas como pertencente a este género mediante
a comparacdo com as medidas previamente relatadas em outros estudos que também pesquisaram o
parasito em fezes de equinos. Comparagdes com a literatura em relacdo a mensuracdo ficaram
comprometidas, pois, dentre os artigos recuperados que realizaram técnicas coproparasitoldgicas
microscopicas em fezes de equinos poucos relataram mensuracdes do parasito. De forma geral, os
valores minimo e maximo obtidos dos didmetros maior (4,14 pum - 4,9 um) e menor (4,03 um - 4,63
pm) dos oocistos do presente estudo foram compativeis com os intervalos (diametro menor 3,16 um -
4,38 um; didametro maior 3,88 um — 6,22 um) relatados em fezes de equinos mantidos em Corporacao
Militar e CCZ no Rio de Janeiro, e também compativeis com oocistos (diametros 4 um — 6 pum) corados
por Ziehl-Neelsen detectados em fezes de potros na Nova Zelandia (GRINBERG et al., 2009; SOUZA
et al., 2009).

Cabe ressaltar, que dentre as oito amostras caracterizadas molecularmente, ao se associar a
reacdo em cadeia da polimerase com o sequenciamento, sete foram identificadas como
Cryptosporidium parvum incluindo as cinco amostras fecais que também foram diagnosticadas com
oocistos do protozoario por meio da coloracdo permanente com solucdo safranina. Tal fato, ressaltou
que a diferenca significativa evidenciada na morfometria dos oocistos das amostras Cry — 266 e Cry —
285, ambas caracterizadas como C. parvum, podem-se tratar de diferencas normais no tamanho dos
oocistos de Cryptosporidium sp. ou até a variagbes decorrentes do procedimento técnico de coloracao.

Pode-se verificar que todos os isolados caracterizados molecularmente foram obtidos de fezes
de equinos PSI, pois somente uma amostra fecal de ponei mantido na propriedade F foi positiva no
ELISA para Cryptosporidium sp., € a mesma ndo apresentou bandas na eletroforese. E importante



78

ressaltar, que a baixa positividade dos pdneis em comparacdo com os equinos PSI incluidos no estudo
pode estar relacionado a pequena quantidade de amostras desse grupo de animais. De forma geral, na
literatura ainda ha uma escassez de estudo com esse grupo de animais. A partir do levantamento da
literatura, pode-se recuperar somente trés estudos que incluiu esse grupo de equinos sendo 0s mesmos
realizados na Pol6nia, Peninsula lbérica e Estados Unidos (COUSO - PEREZ et al. 2020; MAJEWSKA
et al. 1999; WAGNEROVA et al. 2016). Esse panorama ressalta a necessidade de se realizar mais
estudos com pbéneis, para se conhecer a real sensibilidade dos mesmos ao parasito, verificando também
se 0s pbneis podem atuar como reservatorio do protozoario, uma vez que esses animais sao muito
utilizados para recreacao e equoterapia de criancgas.

Como pode ser observado, no presente estudo somente em oito amostras fecais foi possivel
caracterizar a espécie de Cryptosporidium sp. apesar de inimeras tentativas, tanto de extracdo de DNA,
quanto da realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase. O baixo sucesso nos resultados das técnicas
de biologia molecular geralmente ocorre quando se trabalha com amostras fecais, pois nestas ha uma
grande quantidade de inibidores, destacando no caso das fezes de equinos as fibras vegetais, associada
a baixa quantidade de DNA do parasito. No caso de Cryptosporidium sp., este panorama torna-se ainda
mais dificil, mediante a rigidez da parede do oocisto, que acaba dificultando a saida dos esporozoitas,
com consequente liberacdo do DNA gendémico (SILVA, 2004). Ainda assim, a técnica laboratorial de
biologia molecular é a Unica pertinente para caracterizar a espécie do parasito, fato que denotou a
importancia de sua realizacdo neste estudo.

A predominéncia de C. parvum, espécie com potencial de transmissdo zoon6tico, nas amostras
fecais dos equinos positivas e caracterizadas molecularmente ja era esperada, uma vez que esta tem
sido uma das principais espécies identificadas em fezes de equinos pela analise parcial do DNA do gen
18S RNAr (TOMAZIC et al., 2018). Essa caracterizacdo ainda foi confirmada pela anélise parcial do
DNA do gen da gp60. A partir da andlise filogenética e do alinhamento das sequéncias nucleotidicas
obtidas desse ultimo gen foi possivel verificar que todas as sequéncias obtidas se agruparam dentro do
mesmo cluster de sequéncias nucleotidicas de C. parvum de equinos mantidos em Sao Paulo, bem
como de equinos mantidos em propriedades nos Estados Unidos, Itdlia e Argélia, sendo todas
classificadas como Cryptosporidium parvum lla. A classificacdo da familia foi possivel uma vez que
em todas as sequéncias foi possivel identificar a regido conservada utilizada para genotipar o
protozoario (GALUPPI et al., 2015; INACIO et al., 2017; LAATAMNA et al., 2015; WAGNEROVA
et al., 2016). Sabe-se que a familia Ila, tem como caracteristica ser bastante adaptada aos animais,
principalmente aos ruminantes, sendo que as rotas de transmissao zoondtica dos isolados desta familia
geralmente ocorrem dos animais para os seres humanos (FENG et al., 2018). Dentro desse contexto foi
possivel caracterizar genotipicamente, de forma completa, o isolado 266 como sendo 11aA15G2R1. As
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demais sequéncias ndo puderam ser completamente genotipadas, pois ndo apresentaram a regido que
corresponde em cerca de 50 ha 150 nucleotideos apds o peptideo sinal apta a interpretacéo.

Assim como no presente estudo, o gendétipo 11aA15G2R1 também ja foi identificado em fezes
de equinos na Itélia, Peninsula Ibérica, Republica Tcheca e Pol6onia, Estados Unidos, bem como em
potros em S0 Paulo (COUSO-PEREZ et al. 2020; INACIO et al., 2017; PIVA et al., 2016;
WAGNEROVA et al., 2015; WAGNEROVA et al., 2016). A deteccdo do gendtipo 11aA15G2R1 na
amostra fecal do equino de Teresdpolis, Rio de Janeiro, ressalta a importancia desse estudo no ambito
da saude Unica, pois esse genotipo vem sendo considerado como o de maior potencial zoon6tico em
relacdo aos demais genotipos de C. parvum, pois ja foi identificado em varios animais em diferentes
paises (FENG et al., 2018).

Além das sequéncias compativeis com C. parvum, em uma amostra positiva somente no ELISA,
bem como na biologia molecular foi identificada sequéncia nucleotidica compativel com
Cryptosporidium felis. Cabe ressaltar que C. felis foi identificado em uma amostra coletada na
propriedade A, onde gatos domésticos eram vistos vagando livremente. De forma geral, dentre os
artigos recuperados na literatura, até hoje C. felis sé havia sido relatado em duas amostras fecais de
equinos em Taiwan por Guo et al. (2014), sendo este o primeiro isolado de C. felis em amostras fecais
de equinos no Brasil. Sabe-se que C. felis infecta principalmente os gatos, mas assim como
Cryptosporidium meleagridis que infecta as aves, C. felis também vem sendo relatada infectando os
seres humanos, ressaltando a sua relevancia em sadde publica (CACCIO et al., 2002).

Desta forma é fundamental, controlar e evitar a presenca de outras espécies animais nos recintos
dos equinos a fim de evitar a transmissdo de parasitos zoonoticos, bem como incentivar que as pessoas
gue manipulam esses animais incluindo profissionais e as criancas que utilizam os péneis como lazer,
adotem sempre as praticas de higiene pessoal, destacando a lavagem das méos ap6s 0 manuseio dos
mesmos. Também é fundamental incentivar as praticas de monitoramento das parasitoses
gastrointestinais nos equinos, incluindo o diagnostico de Cryptosporidium sp., j& que esses animais sao
anatomicamente mais suscetiveis e sensiveis as colicas gastrointestinais, podendo ir a 6bito por conta
desta sindrome. Além disso, a liberacdo de oocistos em fezes de equinos potencialmente
assintomaticos, ressalta a possibilidade dos mesmos estarem atuando também como reservatorios do
protozoario, pois eliminam um grande volume fecal associado ao fato de Teresépolis, RJ ser uma
cidade muito famosa por possuir um dos maiores nucleos de criacdo de equinos do Brasil,

principalmente de Centros de Treinamento de Puro Sangue Inglés.
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CONCLUSOES

A frequéncia geral de Cryptosporidium sp. detectada nos equinos mantidos em diferentes
propriedades de Teresopolis, Rio de Janeiro, foi de 11,1% ao se associar diferentes técnicas
laboratoriais, sendo evidenciada uma maior positividade nas fezes dos equinos da raga Puro
Sangue Inglés do que dos poneis;

O ELISA apresentou maior frequéncia no diagndstico do parasito, sendo identificado 9,5% das
amostras positivas, do que a colora¢do permanente, no qual foi detectado 1,6% das amostras
fecais positivas para o protozoario;

Dentre as amostras caracterizadas molecularmente, uma foi identificada como Cryptosporidium
felis, e sete como Cryptosporidium parvum, sendo caracterizado o gendtipo 11aA15G2R1
completamente em um isolado de equino Puro Sangue Inglés;

Pode-se verificar que a presenca de cées e pequenos ruminantes nas propriedades que criavam
equinos em Teresopolis, e o fornecimento de agua da nascente foram fatores de risco

diretamente associados a infec¢do por Cryptosporidium sp. nos equinos dessas propriedades.
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ANEXO

P Universidade
P8 Federal
; Fluminense

Comissio de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Pesquisa de parasitos gastrointestinais em eguinos com enfogue na Raca Puro Sangue
Inglés mantidos em propriedades em Teresépolis, Rio de Janeiro, Brasil", protocolada sob o CEUA n® 6742290519 1o coosos, sob a
responsabilidade de Alynne da Silva Barbosa - que envolve a producio, manutengdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Fluminense (CEUA/UFF) na reunido de 27/06/2019.

We certify that the proposal "Research on gastrointestinal parasites in horses with focus on Thoroughbred Breed kept at properties
in Teresdpolis, Rio de Janeiro, Brazil", utilizing 800 Equines (males and females), protocol number CEUA 6742290519 o ooosos),
under the responsibility of Alynne da Silva Barbosa - which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University Fluminense (CEUAJUFF) in the meeting of 06/27/2019.

Finalidade da Proposta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2019 a 03,2022 Area: Parasitologia
Origem: Nao aplicavel biotério

Espécie: Equideos sexo:  Machos e Fémeas idade: 01a9anos N: 800
Linhagem: Puro sangue e outras racas Peso:  50a 900 kg

Local do experimento: O experimento serd realizado nos Centros de Treinamento localizadoe no municipio de Teresopolis, onde os
animais ja sao rotineiramente mantidos. A coleta da amostra fecal serd realizada nos préprios Centros, com o0s animais mantidos
em bretes de contencao.

Niteroi, 11 de outubro de 2020
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