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The aim of this research was to evaluate the shedding of Cryptosporidium spp. oocysts
in fecal samples from 14 calves from one dairy farm, from birth until 60 days old and from
cows until eight weeks after parturition. The higher percentage of oocysts excreted was
observed in 7-day-old calves. In the post-partum period 43.7% of cows were positive for
Cryptosporidium oocysts. Further analyses were accomplished in 57 calves from another
32 milk farms, previously known as positive for Cryptosporidium, through oocysts fecal
screening and clinical signs analyses until calves were 30 days old. Fecal samples from
all animals that presented diarrhea were screened for the presence of bacteria, virus
(Rotavirus and Coronavirus) and protozoa (Eimeria spp.).

INDEX TERMS: Calves, cows, cryptosporidiosis, Cryptosporidium spp.

RESUMO.- Avaliou-se a presenca de oocistos de Cryp-
tosporidium spp. em amostras de fezes de 14 bezerros e
de suas maes até a oitava semana pds paricdo. A maior
taxa de excrecao de oocistos foi verificada em bezerros
com sete dias de idade. Das vacas, 42,8% foram positi-
vas para Cryptosporidium no periodo pos-parto. Em outra
etapa deste estudo, foram acompanhados 57 bezerros
positivos para Cryptosporidium, com até 30 dias de ida-
de, provenientes de 32 propriedades leiteiras, e estudou-
se o grau de eliminacao dos oocistos com a possivel ocor-
réncia de diarréia. Em todos os animais positivos para
Cryptosporidium foi pesquisada a presenca de bactérias
enteropatogénicas, virus (Rotavirus e Coronavirus) e pro-
tozoarios (Eimeria spp.).
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TERMOS DE INDEXA(;AO: Bezerros, vacas, criptosporidiose,
Cryptosporidium spp.

INTRODUCAO
Apds sua primeira descricao por Tyzzer (1907) a criptos-
poridiose foi considerada, até recentemente, uma enfer-
midade rara e oportunista, sendo poucos os relatos de
casos associados a presenca de sinais clinicos.

A partir da década de 1970, Cryptosporidium spp. vem
apresentando destaque crescente como agente etioldgico
de infec¢des envolvendo principalmente os sistemas
digestorio e respiratdrio de varias espécies. Somente apds
seu reconhecimento como agente primario de doenca clini-
ca no homem e nos animais foi que alguns topicos relacio-
nados a esta enfermidade, como sua epidemiologia, pato-
genia e caracteristicas clinico-laboratoriais comecaram a ser
elucidados.

O envolvimento de Cryptosporidium em episddios de di-
arréia em bezerros neonatos foi descrito por Sanford &
Josephson (1982), que verificaram um grande nimero de
estégios evolutivos de Cryptosporidium em enterdcitos do
jejuno e ileo.

Garber et al. (1994), ao examinarem amostras de fezes
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de 7.369 bezerros provenientes de 1.103 fazendas, encon-
traram oocistos de Cryptosporidiumem 1642 animais (22,3%)
de 652 (59,1%) fazendas. Quase a metade dos bezerros
acometidos estava na faixa etaria de sete a 21 dias, sendo a
maior prevaléncia observada no verao.

Maldonado-Camargo et al. (1998), ao estudarem 31 fazen-
das leiteiras em trés estados do México, observaram que o
grau de infecgcao por oocistos de Cryptosporidium foi forte-
mente associado a idade dos bezerros, ja que 0s animais com
15 dias de idade possuiam as maiores taxas de infecgéo.

Em bovinos, a duragéo dos sintomas da criptosporidiose
depende de inumeros fatores, incluindo os niveis de conta-
minagdo ambiental, a viruléncia e a infectividade da amos-
tra, a suscetibilidade do hospedeiro e, por fim, a idade a
primeira infecgcdo (Lorenzo et al. 1995).

Como os sintomas desta enfermidade séo inespecificos e
podem ser produzidos por outros agentes entéricos de ori-
gem infecciosa e/ou parasitaria deve-se realizar diagndstico
diferencial para Escherichia coli potencialmente patogénica,
salmonelose, infec¢des virais por Rotavirus e Coronavirus e
eimeriose (Quilez et al. 2003), além de qualquer outro agente
que cause diarréia em bezerros (Radostits et al. 2000).

Faubert & Litvinski (2000) ao estudarem a transmissao
natural de criptosporidiose entre vacas e seus bezerros, re-
lataram que as vacas eliminavam maior nimero de oocistos
no momento da parturicdo do que nos periodos de pré e
pés-parto. A principal forma de contaminacao pelo parasito
é a ingestao de oocistos excretados pelas fezes de huma-
nos ou animais; contudo, a infeccéo pode ser transmitida
por via direta (pessoa para pessoa ou para animais), ou de
forma indireta, através da ingestéo de dgua e alimentos con-
taminados (Lerman et al. 1999).

O presente trabalho teve como objetivos estudar as taxas
de eliminacéo de oocistos de Cryptosporidium em bezerros
com e sem diarréia, nas primeiras semanas de vida, € em
vacas em periodo pds-parto, bem como avaliar a importancia
da criptosporidiose no desenvolvimento de diarréia.

MATERIAL E METODOS

Deteccéao de eliminacao de oocistos de Cryptospori-
dium em vacas e em suas progénies

Em uma unica propriedade, sabidamente positiva para
Cryptosporidium, foram colhidas amostras de fezes dire-
tamente do reto de 14 vacas da raga Holandesa, inde-
pendente da presenca de diarréia, nos seguintes momen-
tos: 24 h pds-parto, sete, dez, 14 e 18 dias, e na terceira,
quarta, quinta, sexta, sétima e oitava semanas pés-parto,
totalizando 154 amostras. Da mesma forma, foram colhi-
das amostras de fezes dos seus filhos nestes mesmos
momentos. O regime de criagdo destes animais era semi-
intensivo, onde os bezerros permaneciam com as suas
maes durante as primeiras 24 horas de vida.

Determinacao da participacao de Cryptosporidiumem
episodios clinicos de diarréias em bezerros

Em outra etapa do desenvolvimento deste estudo, fo-
ram obtidas 459 amostras de fezes de bezerros em 33

propriedades da regido de Aragatuba, SP, de forma alea-
téria, de acordo com o nimero de animais que tivessem,
no momento da coleta, até 30 dias de vida, independente
do historico de ocorréncia de diarréia. Estes animais eram
puros e/ou mesticos da raca Holandesa, sem distin¢cao
de sexo e criados em diferentes condi¢coes de manejo. As
amostras de fezes, correspondentes a +30g/animal, fo-
ram obtidas diretamente do reto dos bezerros por palpagao
digital, com a mao protegida por luva de latex, e acondici-
onadas em frascos coletores apropriados contendo
bicromato de potassio 2,5%, sendo mantidas a tempera-
tura de 4°C até serem analisadas. Os animais foram divi-
didos por faixa etaria, a saber: 0-7 dias, 8-14 dias, 15-21
dias e 22-30 dias de idade. Os animais que foram diag-
nosticados como positivos para Cryptosporidium foram
acompanhados durante os episddios diarréicos, no mini-
mo, uma vez por semana, até os mesmos terem cessa-
do, para avaliagao da evolugao da enfermidade.

Para a deteccao de oocistos de Cryptosporidium nas
amostras de fezes foi utilizada a técnica de centrifugo-
flutuacdo em solucdo de Sheather, seguindo-se de ob-
servacao em microscopio de contraste de fase. Para a
determinagcé@o da quantidade de oocistos por grama de
fezes, um grama de fezes foi diluido em 10ml de solugéao
de Tween 20 (0,1%), com contagem posterior em cdmara
de Neubauer.

Todas as amostras de fezes positivas para Cryptos-
poridium foram submetidas a diagndsticos diferenciais
através de cultivo bacteriano em agar sangue de ovino,
de acordo com as recomendacdes de Quinn et al. (1994).
Os microrganismos isolados foram identificados de acor-
do com suas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas
(Krieg & Holt 1984). Também foram realizados exames
virologicos para Rotavirus e Coronavirus, por meio de
ensaio imunoenzimatico (Kit-EIARA, Fundacao Instituto
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro), de acordo com Pereira et
al. (1983), e coproparasitolégicos para pesquisa de
Eimeria spp.

Para verificar as possiveis associacdes entre as dife-
rentes varidveis estudadas e as proporgdes comparati-
vas das diversas categorias com relacao as mesmas, foi
realizado o teste de qui-quadrado ou o teste de Fisher. As
estatisticas calculadas foram consideradas significativas
quando P<0,05 para contrastes entre pares de médias
pelo método de Tukey. Os dados obtidos foram transfor-
mados em log (x+y) e analisados mediante o uso do pro-
grama SAS, segundo Zar (1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagao dos resultados obtidos mostrou que trés dos
bezerros ja excretavam oocistos de Cryptosporidium, jun-
tamente com as fezes, as 24 horas de vida (Quadro 1), o
que representa um forte indicio de que os animais sao
rapidamente infectados logo apds o nascimento. A trans-
missao de oocistos ocorreu, provavelmente, pelo ato da
amamentacgéo, em virtude da permanéncia dos neonatos
com as suas maes (contato da boca com tetas contami-
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Quadro 1. Determinacéao da ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium sp. em
amostras de fezes de 14 bezerros e de suas maes, as 24 horas de vida, aos sete,
15 e 18 dias apds o nascimento e as 32, 42, 53, 62, 72 e 82 semanas de idade.
Aracatuba, 2006

Periodo N¢ de animais Porcentagem N¢ de animais Porcentagem
positivos Bezerros / Maes negativos Bezerros / Maes
Bezerros / Maes Bezerros / Maes
24 horas 3 /1 215/ 71 11/13 78,5/ 92,9
7° dia 11/2 78,5 /14,2 3 /12 21,5 /85
15° dia 3/0 215/ 0 11/14 78,5 /100
18° dia 1/2 71 /4.2 13/12 92,9 /85
32 a 82 semanas 0/3 0/215 14 /11 100/ 78,5

nadas) ou pela provavel contaminagao do ambiente em
que os bezerros permaneciam durante os primeiros dias
de vida, uma vez que os oocistos eliminados no meio
ambiente apresentam grande resisténcia as diferentes
condigbes ambientais. Como o periodo pré-patente é maior
que 24 h, é possivel que esses oocistos tenham sido in-
geridos e eliminados de forma passiva, sem ocorréncia
de excitacao, como ja observado em anfibios, aves, pei-
xes e répteis (Graczyk et al. 1996, 1996a, 1997). Contu-
do, estes animais continuavam positivos na coleta reali-
zada no 7°dia de vida, confirmando a importancia da con-
taminac¢ao ambiental.

A excrecao de oocistos de Cryptosporidium em fezes
ocorreu até o 18° dia de idade. Entretanto, a faixa etaria
que mais apresentou amostras positivas para oocistos
(Quadro 1) foi a de animais com sete dias de idade (11
dos 14 bezerros, 72,7%), contrariando, em parte, os re-
sultados observados por outros pesquisadores, tais como
Garber et al. (1994), que afirmaram ser o 12° dia o perio-
do mais adequado para se encontrar oocistos em fezes
de bezerros, e Maldonado-Camargo et al. (1998), que
encontraram maiores taxas de excre¢cao em animais com
15 dias de idade.

Como observado no Quadro 1, o sétimo dia de vida foi
0 momento em que houve maior numero de bezerros posi-
tivos para Cryptosporidium. Todos os animais positivos,
as 24h de vida, eliminavam oocistos no 7° dia de idade,
sendo que somente um animal positivo, neste periodo, con-
tinuava eliminando oocistos aos 15° e 18° dias de coleta.

A participacéo de animais adultos parece ser de gran-
de importancia na contaminagéo do ambiente e dissemi-
nacgao da criptosporidiose, como mencionado por Faubert
& Litvinsky (2000), pois 6 das 14 vacas estudadas (42,8%)
apresentavam-se positivas no periodo pdés-parto. Como
demonstrado no Quadro 1, uma das méaes continuava eli-
minando oocistos de Cryptosporidium em dois momentos
de coleta, aos 7° e 18° dias pds-parto (DPP), respectiva-
mente. Outro animal em que a primeira eliminacao foi ao
18° DPP teve recidiva na 52 semana poés-parto (SPP).
Mesmo assintomaticos, ndo se deve negligenciar o po-
tencial desses animais como portadores de oocistos de
Cryptosporidium, ja que sao importantes fontes de conta-
minagao para os bezerros. Essa porcentagem, contudo,
€ menor do que o reportado por Lorenzo et al. (1993), que
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encontraram 71,75% de animais adultos positivos para
Cryptosporidium.

Pouquissimos séo os trabalhos nacionais que estuda-
ram a ocorréncia da diarréia em animais recém-nascidos.
Contudo, nenhum problema é mais comum na criagao de
bezerros do que as enterites infecciosas. A correlacao en-
tre os niveis de infeccdo por Cryptosporidium com a fre-
qliéncia e a intensidade do principal sintoma, a diarréia, foi
avaliada utilizando-se 57 amostras de bezerros positivos
para este parasito. De 57 animais, 15 apresentavam ou
desenvolveram diarréia durante o acompanhamento clini-
co (Quadro 2), enquanto que 42 animais eram portadores
assintomaticos, taxa semelhante a observada por Ortolani
(1988) e préxima a encontrada por Ribeiro et al. (2000) em
bezerros bubalinos, que encontraram infec¢éo por Cryp-
tosporidium em 8,3% (4/48) dos animais com diarréia.

Observou-se, em 65% das amostras positivas para
Cryptosporidium (37/57), isolamento de Escherichia coli,
sendo que mais de um agente etioldgico encontrava-se
envolvido em varias delas (E. coli, Salmonella sp., Shigella
sp. e Proteus sp.). Detectou-se, concomitantemente, cres-
cimento bacteriano em 100% (15/15) das amostras
diarréicas positivas para Cryptosporidium. No diagnésti-
co diferencial, 11 animais foram positivos para E. coli, dois
destes em associa¢do com Proteus sp. ou Eimeria, e ou-
tros trés mostraram-se positivos para Salmonella. Ape-
nas duas amostras de fezes diarréicas foram positivas
para Rotavirus, microrganismo tradicionalmente aponta-
do como um dos mais prevalentes causadores da diar-
réia, o que contraria os achados de Buzinaro et al. (2003),
que detectaram um grande numero de bezerros com ida-

Quadro 2. Numero e porcentagem de amostras de fezes
positivas para oocistos de Cryptosporidium, diarréicas e
nao diarréicas, de acordo com a faixa etaria. Aracatuba,

2006
Faixa etaria  Presenca de oocistos Sem diarréia Com diarréia
(dias) nas fezes Ne % Ne %
Ne %
0 a 7(n=150) 22 14,7 20 47,6 2 13,3
8 a 14(n=165) 24 14,5 15 35,7 9 60,1
15 a 21 (n=59) 5 8,4 3 7,1 2 13,3
22 a 30(n=85) 6 7,0 4 9,5 2 13,3
Total(n=459) 57 12,4 42 100 15 100



Importancia de Cryptosporidium spp. como causa de diarréia em bezerros 455

Quadro 3. Médias (X), desvios-padrao (s) e valores minimos e maximos (Min -

Max) do numero de oocistos de Cryptosporidium por grama em amostras de

fezes de bezerros positivos, com e sem diarréia, de acordo com a faixa etaria.
Aracatuba, 2006

Faixa etaria Sem diarréia Com diarréia Sem diarréia Com diarréia

(dias) X £ S X=+S Min - Max Min - Max
0a7(n=22) 2789,94 +6219,03 2170,56 = 1172,16 78,13 - 24166,67 1044,52 - 4484,53
8 a14(n=24) 4836,24 +9314,28 6392,43 + 1429,04 637,00 - 40381,46 5381,94 - 7402,91
15a21(n=5) 2323,68 +1946,00 2440,84 + 3272,39 520,83 -5147,05 595,23 - 7343,75
22 a30(n=6) 1180,18 = 1197,62 * 333,33 - 2027,02 *

* Apenas um animal apresentou diarréia na referida faixa etaria.

des variando entre 30 e 60 dias com amostras fecais po-
sitivas para o referido agente etioldgico. Em nenhuma
amostra de fezes foi constatada a presenca de Coronavi-
rus. Ribeiro et al (2000) mencionaram a presenca de ou-
tros enteropatdgenos bacterianos nas fezes de bezerros
bubalinos, demonstrando a etiologia multifatorial das
enterites em ruminantes.

A maioria dos animais que desenvolveu diarréia (60%)
tinha entre sete e 14 dias de vida. De forma semelhante
ao relato de Pohjola et al. (1986), a maior parte dos ani-
mais com diarréia e positivos para criptosporidiose en-
contrava-se na faixa etaria compreendida entre a primeira
e a segunda semanas de vida (47,6%). A constatacao
de que bezerros com até 14 dias de idade apresenta-
vam diarréia com maior freqliéncia do que animais mais
velhos concilia-se com as verificacées de Reynols et al.
(1986) e Ortolani (1988), que sugeriram que 0s animais
nesta faixa etaria possuiam grande probabilidade de
apresentar enterite de origem infecciosa quando com-
parados com animais mais velhos. Contudo, deve-se
ressaltar que cerca de 74,0% dos bezerros (42/57) que
excretavam oocistos de Cryptosporidium e encontravam-
se na faixa etaria compreendida entre a primeira e se-
gunda semanas de vida eram assintomaticos (Quadro
2), demonstrando, com isso, sua importancia como fon-
te primaria de contaminacao ambiental e de infeccéo
criptosporidica. Tais achados servem como alerta aos
colegas e criadores no que tange a adocgao de praticas
de manejo que visem o aprimoramento da prevencao da
infecgcéo por Cryptosporidium spp. Esses dados séo se-
melhantes aos descritos por Souza & Lopes (1995), que
observaram 64,7% de positividade em 51 bezerros as-
sintomaticos.

Observou-se enorme variagao no numero de oocistos/
g de fezes em animais assintomaticos quando compara-
dos aos animais que apresentavam diarréia, principalmen-
te naqueles com até sete dias de vida (Quadro 3). As
maiores taxas de eliminacdo foram observadas em ani-
mais com idades variando entre oito e 14 dias e com qua-
dro diarréico. Nao foi possivel observar diferencas esta-
tisticas com relagédo ao numero de oocistos excretados
por animais assintomaticos e animais diarréicos, em vir-
tude da grande variagdo dos valores de desvio-padrdo
obtidos. No entanto, os resultados deste trabalho demons-
traram que Cryptosporidium é um importante agente etio-

I6gico de diarréia em animais com até 15 dias de idade,
como descrito anteriormente por Naciri et al. (1999).

Foi observada, durante o periodo de convalescenca,
em 19,3% (11/57) dos bezerros, discreta desidratacéo
(Quadro 4), sendo que somente trés bezerros apresenta-
vam-se com desidratacdao moderada. A grande maioria
na@o apresentava qualquer alteragéo clinica sugestiva de
desequilibrio hidrico-eletrolitico relevante. A avaliagao fi-
sica geral dos bezerros constatou-se nivel de conscién-
cia inalterada e temperatura retal dentro dos valores con-
siderados normais. Nos bezerros com desidratagdao nao
foi necessario, no momento da avaliacao e do diagnodsti-
co, suporte hidrico ou eletrolitico para o seu restabeleci-
mento, ja que todos mantiveram inalterados o reflexo de
sucgao e o apetite. Nao se fez necessaria a administra-
¢ao de antibidticos, pois apresentavam, durante o acom-
panhamento clinico, evolugdo satisfatéria. Contudo, ha
geralmente, na fase do quadro diarréico, uso abusivo e
indiscriminado de antibioticos por parte dos criadores, por
pensarem se tratar de diarréia bacteriana, o que ocasio-
na grande prejuizo econémico e, também, desenvolvimen-
to de resisténcia bacteriana aos antibidticos utilizados.

A maioria das fezes dos bezerros deste experimento
apresentava-se com consisténcia semiliquida a liquida
(Quadro 5), de coloracao amarela ou branco-esverdeada,
sem alteracdo marcante em seu odor. Alguns animais
apresentavam presenca de sangue nas fezes (hemato-
quezia) e tenesmo.

Quadro 4. Distribuicao de 57 bezerros positivos (em
numero e porcentagem) para criptosporidiose, de acordo
com o grau de desidratacao (Naciri et al. 1999)

Scores Classificacao Desidratagao Ne %
Animais Animais
Grau 0 Normal  Elasticidade da pele normal 43 75,4%
Auséncia de enoftalmia
Mucosas umidas
Grau 1 Leve Perda de Elasticidade <5s 11 19,3%
Auséncia de enoftalmia
Mucosas umidas
Grau2 Moderada Perda de Elasticidade >5-30s 3 5,3%
Enoftalmia leve a moderada
Mucosas levemente secas
Grau 3 Severa Perda de Elasticidade >30s 0 0%

Enoftalmia severa
Mucosas secas
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Quadro 5. Distribuicao de 57 bezerros positivos (em
numero e porcentagem) para Cryptosporidium, de acordo
com o grau de consisténcia das fezes (Naciri et al. 1999)

Scores Parametros N2 Animais Y%Animais
Grau 0 Auséncia de diarréia 43 75,4%
Grau 1 Fezes pastosas 1 1,8%
Grau 2 Fezes semi-liquidas 9 15,8%
Grau 3 Fezes liquidas 4 7,0%

As constatacdes de Tzipori et al. (1983) de que Cryp-
tosporidium é um agente determinante primario no de-
senvolvimento da diarréia, ressaltam, sem sombra de
duvida, a sua importancia, juntamente com os demais
agentes bacterianos e virais, no complexo etioldgico das
diarréias de bezerros neonatos no nosso pais. Supde-se,
contudo, que 50% dos casos de diarréia sao devidos a E.
coli (Tello et al. 1990). Entretanto, é possivel que varios
fatores como bactérias enteropatogénicas, protozodarios
e virus, além das caracteristicas ambientais e a capaci-
dade imune possam interagir no desencadeamento de
enterites em bezerros, sem que haja, na grande maioria
dos casos, uma simples e unica etiologia envolvida.
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