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dual Paulista, Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n, Jaboticabal, SP 14884-900,
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The present study aimed to determine the occurrence of infection by Cryptosporidium
spp. in goat kids from Quixada, Ceard, Brazil. The study included 400 goat kids of both
sexes, 3 to 360 days old, with or without defined breed, originating from 25 farms distri-
buted in three circuits. Feces were registered in accordance with the appearance and color,
distributed into tubes Eppendorf tubes and frozen in natura at-20°C until the moment of
extraction of genomic DNA from the parasite with the aid of a commercial kit. For amplifi-
cation of fragments of the 18S subunit of ribosomal RNA (rRNA) was used to Nested PCR.
The occurrence of Cryptosporidium spp. in goats kids of the Quixada was 7.50% (30/400).
The frequency in the dry period and rainy was 9.55% (19/199) and 5.47% (11/201) re-
spectively (x*=2.39 and P>0.05). Positive samples were identified in 64.00% (16/25) of
the studied farms, and from these samples 50.00% (15/30) and 70.00% (21/30) had feces
with normal appearance and color respectively, suggesting that the asymptomatic goats
were eliminating oocysts. No positivity for Cryptosporidium spp. was observed in 301 to
360-day-old goats, demonstrating that older animals have less chance to become infected

with the parasite.

INDEX TERMS:Goats, age, asymptomatic, Cryptosporidium spp., diarrhea, dry period, Nested-PCR.

RESUMO.- O presente estudo teve como objetivo determi-
nar a ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em
cabritos de Quixada, Ceard, Brasil. Participaram do estudo
400 cabritos, com idade entre trés e 360 dias, de ambos os
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sexos, com e sem padrao racial definido, procedentes de
25 estabelecimentos rurais distribuidos em trés circuitos.
As fezes foram cadastradas de acordo com o aspecto e cor,
distribuidas em tubos tipo “eppendorf® e congeladas in
natura a -20°C, até o momento das extra¢cdes de DNA geno-
mico do parasito com auxilio de kit comercial. Para ampli-
ficacdo de fragmentos da subunidade 18S do RNA ribosso-
mico (rRNA) foi utilizada a “Nested”-PCR. A ocorréncia de
Cryptosporidium spp em cabritos de Quixada foi de 7,50%
(30/400). A frequéncia no periodo seco e no chuvoso foi
de 9,55% (19/199) e 5,47% (11/201), respectivamente
(x*=2,39 e P>0,05). Amostras positivas foram identificadas
em 64,00% (16/25) das propriedades estudadas e dessas
amostras 50,00% (15/30) e 70,00% (21/30) tinham as fe-
zes com aspecto e cor normais, respectivamente, sugerin-
do que cabritos assintomaticos estdo eliminando oocistos.
Niao foi observada positividade para Cryptosporidium spp.
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em animais com 301 a 360 dias, demonstrando que ani-
mais mais velhos apresentam menos possibilidade de se
infectarem com o parasito.

TERMOS DE INDEXACAQ: Caprinos, Idade, assintomatico, Cryp-
tosporidium spp. diarreia, periodo seco, Nested-PCR.

INTRODUCAO

A criptosporidiose tem emergido como causa significante
de perdas econdmicas diretas e indiretas na caprinocultu-
ra, por comprometer o desenvolvimento e a producdo de
caprinos, visto que ha redugdo no ganho de peso vivo e na
producgdo leiteira dos animais acometidos, especialmente
quando sao mantidos em sistema de criagdo com falhas no
manejo sanitario e nutricional (Vieira et al. 1997, Zorana et
al. 2006, Soltane et al. 2007).

A primeira descricdo de protozodarios pertencentes ao
género Cryptosporidium ocorreu em 1907 por Tyzzer em
camundongo de laboratério. Em cabritos a primeira evi-
déncia ocorreu na Australia (Mason et al. 1981) e no Brasil
foi registrada em 1997 por Vieira e colaboradores. Esses
coccidios apresentam distribuicdo cosmopolita e desde
essas descrig¢des, diversas espécies do coccidio vém sendo
identificadas nos mais diferentes tipos de hospedeiros ver-
tebrados.

Pesquisas em diferentes regides do planeta revelam
que a ocorréncia da infec¢do por Cryptosporidium spp. em
caprinos varia entre: 5%< e >35%, com média de 15%
(Robertson 2009). Com 0,0% na Polénia (Majewska et al.
2000); de 0,0 a 20,0% na Franga, com uma frequéncia in-
dividual de 2,5% (Castro-Hermida et al. 2005, Delafosse
et al. 2006); 4,8% no Zambia (Goma et al. 2007); 9,0% na
Espanha (Castro-Hermida et al. 2007); 9,5% na Bélgica
(Geurden et al. 2008); 24,0% na Nigéria (Pam et al. 2013);
28,5% na Sri Lanka (Noordeen et al. 2000); 31,8% na Sér-
via (Zorana et al. 2006) e 67,7% na Argentina (Venturini et
al. 2006). Sendo associados a baixas ocorréncias em siste-
mas de producdo extensivo (Tembue et al. 2006) e altas em
sistemas de confinamento/intensivos (Causapé et al. 2002,
Bomfim et al. 2005, Cosendey et al. 2008).

Causam enfermidade com caracter oportunista, poden-
do ser observado 100% de morbidade e 50% de mortalida-
de em diferentes rebanhos (Fayer 2004, Santin 2013), com
uma frequéncia maior em caprinos com menos de cinco
meses de vida (Noordeen et al. 2001). Com o avangar da
idade, se tornam resistentes contra a infecgdo por conta da
producdo de anticorpos, que possuem acdo duradoura e
sdo capazes de bloquear os esporozoitos (Moss et al. 2004,
Johnson et al. 2004).

A gravidade do parasitismo por Cryptosporidium spp.
depende principalmente da carga parasitaria, da idade e
estado imunolégico do hospedeiro (Silva et al. 1999, Noor-
deen et al. 2002, Bomfim et al. 2005, Pavlovic et al. 2010),
sendo mais severa em jovens e imunossuprimidos (Vieira
et al. 1997, De Graff et al. 1999). A manifestacdo clinica
pode variar de assintomatica a grave, que ocasionalmente
culmina em dbito. A sintomatologia mais comum ¢ a diar-
reia e coincide com o periodo de maior eliminacao dos oo-
cistos (Noordeen et al. 2002).

A diarreia é ocasionada por conta do ciclo de vida do pa-
rasito, visto que se localizam de forma intracelular e extra-
citoplasmatica no 4pice das vilosidades das células intes-
tinais de seus hospedeiros vertebrados (Tzipori & Griffths
1998, Xiao et al. 2004), levando a destruicdo e atrofia das
mesmas, proporcionando redu¢do na absorc¢do e digestdo
dos nutrientes (Vieira et al. 1997, Soltane et al. 2007, Pa-
raud & Chartier 2012).

Os adultos normalmente ndo apresentam sintomatolo-
gia e podem eliminar oocistos, servindo como reservatoério
para cabritos (Noordeen et al. 2000, Noordeen et al. 2002,
Santin 2013). A principal via de transmissdo é a oral, por
meio da ingestdo dos oocistos esporulados ou lambedura
de material contaminado com estas estruturas parasitarias
(Paraud & Chartier 2012).

Muitas ferramentas tém sido empregadas no diagndstico
da criptosporidiose, como a microscopia com contraste de
fase usando solugao de Sheather (Garcia et al. 1983, Feitosa
et al. 2008, Teixeira et al. 2011), coloragao com fucsina-car-
boélica no Ziehl-Neelsen modificado (Henriksen & Pohlenz
1981) ou no Kinyoun (Zorana et al. 2006), reagido de imuno-
fluorescéncia direta (Zimmerman & Needham 1995, Bialek
etal. 2002, Teixeira et al. 2011), testes comerciais imunoen-
zimaticos (ELISA) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Estudos sobre a presenca do parasito em rebanhos na-
cionais sdo escassos, principalmente na regido Nordeste,
relevando a necessidade de projetos de pesquisa que dao
enfoque ao assunto. Diante disto, este estudo teve como ob-
jetivo determinar a ocorréncia da infec¢do por Cryptospori-
dium spp em cabritos de Quixad4, Cear4, Brasil.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado no municipio de Quixad4, localizado na re-
gido semidrida dos Sertdes cearenses. Tem o clima caracterizado
por um periodo chuvoso de janeiro a junho e um seco de julho a
dezembro. A pluviosidade média é de 838,1mm/ano, com tempe-
ratura elevada ao longo do ano, tendo média de 26,7°C e umidade
relativa do ar de 70%.

O rebanho caprino avaliado era composto por 9750 animais
distribuidos em 469 propriedades, o que representa 0,96% do re-
banho cearense (Ibge 2014). Para obten¢do do nimero amostral, foi
adotada uma distribuicdo normal, com 5% de significancia, conside-
rando-se o intervalo de confianga de 95% e prevaléncia estimada de
50%, pois ndo era conhecida a ocorréncia da enfermidade na regido.

As coletas de fezes foram realizadas no periodo de novembro
a dezembro de 2012, caracterizando a esta¢do seca, com preci-
pitacdo pluviométrica média de 0,0mm e em maio de 2013, que
corresponde a estagdo chuvosa, com uma média de 150,7mm en-
tre abril e maio de 2013 (Fuceme 2014). Participaram do estudo
400 cabritos, com idade entre trés e 360 dias, de ambos os sexos,
com padrdo racial definido (CPRD) e sem padrao racial definido
(SPRD), procedentes de 25 estabelecimentos rurais distribuidos
em trés circuitos (C1, C2 e C3). Nas duas estacdes do ano foram
realizadas visitas as mesmas propriedades.

Para escolha dos proprietarios optou-se por sorteio aleatério
a partir de informagdes fornecidas pela Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural do Ceara, unidade de Quixada. Desta
forma, o circuito um (C1) englobou os distritos: Califérnia (n=5
propriedades), Daniel de Queiroz (n=1) e Sao Jodo dos Queirozes
(n=3), correspondendo a 36% das propriedades. O circuito dois
(C2): Cip6 dos Anjos (n=6) e Tapuiara (n=2) e o circuito trés (C3):
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Juatama (n=1), Riacho Verde (n=1), Novo Contrato (n=1) e Sede
(n=5), cada um equivalendo a 32% dos estabelecimentos rurais.

As fezes foram obtidas diretamente da ampola retal dos cabri-
tos, armazenadas em saco plastico individual devidamente iden-
tificado e refrigeradas até o momento em que foram cadastradas
de acordo com o aspecto e cor. Posteriormente foram distribuidas
em tubos tipo “eppendorf®, sendo congeladas in natura a -20°C.
Para o aspecto foi adotado: grude (A1); cibalas (A2); diarreia
(A3); amolecida (A4) e ressecada (A5) e para cor: normal (V1);
verde (V2); verde amarelado (V3); amarelado (V4) e marrom com
muco laranja (V5).

Foram realizadas extragdes de DNA genomico de Cryptospo-
ridium spp. das amostras de fezes com auxilio do “QIAamp DNA
Stool Mini Kit (50)”, Cat. N2 51504 (Qiagen®), seguido o protocolo
descrito pelo fabricante. Para amplificacdo de fragmentos da su-
bunidade 18S do RNA ribossémico (rRNA) na “Nested”-PCR, foi
utilizada metodologia descrita por Xiao etal. (2000), utilizando os
primers 5" TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3’ e 5’ CCCATT TCCTTC
GAA ACA GGA 3’ de 1325 pares de base (pb) na reagio primaria e
5 GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG 3’ e 5’ AAG GAG TAA
GGA ACA ACC TCC A 3’ nareagdo secundaria (826-840 pb).

As andlises estatisticas foram realizadas no PROC FREQ e GLM do
SAS (Sas Institute 1996) e efetuada em dois momentos. No primeiro
cada variavel independente (periodo seco e chuvoso; circuitos; ida-
de; sexo; raga; aspecto e cor das fezes) foi cruzada com a variavel de-
pendente (Positividade para Cryptosporidium spp. na “Nested”-PCR)
em uma andlise univariada. Foram selecionadas aquelas significati-
vas e submetidas a analise multivariada (Zar 1999). Nesta utilizou-
-se aregressao logistica com nivel de 5% de significancia.

0 estudo teve aprovagio na Comissio de Etica no Uso de Ani-
mais da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Univer-
sidade Estadual Paulista-“Julio de Mesquita Filho”, Jaboticabal, SP,
com o Protocolo n® 014465/12.

RESULTADOS

Das 400 amostras de fezes submetidas ao “Nested”-PCR, 30
tiveram amplificagdo do gene da subunidade 18S do rRNA
de Cryptosporidium spp., 0 que corresponde a uma ocor-
réncia de 7,50%. Quando os periodos foram comparados,
observou-se que a frequéncia na estagdo seca e na chuvosa,
foi de 9,55% (19/199) e 5,47% (11/201), respectivamente
(x*=2,39 e P>0,05).

Os animais foram separados em faixa etaria (FE), sendo
que 19,75% (79/400) tinham entre 3 e 60 diasde vida (FE1);
30% (120/400) de 61-120 dias (FE2); 30% (120/400)
de 121-180 (FE3); 12% (48/400) de 181-240 (FE4); 5%
(20/400) de 241-300 (FE5) e 3,25% (13/400) de 301-360
dias agrupados na FE seis (x>=61,12 e P<0,05). Dos cabritos
positivos para Cryptosporidium spp. na “Nested”-PCR 10%
(24/240) tinham idade de 61-180 dias, o que corresponde
a80,00% (24/30) de positividade e nenhum com 301-360
dias de vida foi positivo (x*=10,83 e P>0,05).

Com relagdo ao sexo, 61,50% (246/400) eram féme-
as e 7,72% (19/246) foram positivas na “Nested-PCR”. Os
machos corresponderam a 38,50% (154/400) e 7,14%
(11/154) foram positivos (x*=0,05 e P>0,05).

Dos cabritos estudados, 79,00% (316/400) era sem
padrdo racial definido e 7,59% (24/316) destes foram
positivos. Os 21,00% (84/400) eram CPRD e seis tiveram
amplificacdo do gene da subunidade 18S do rRNA de Cryp-
tosporidium spp. o que equivale a uma frequéncia de 7,14%
(x*=0,02 e P>0,05).
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Amostras positivas para Cryptosporidium spp. foram
identificadas em 64% (16/25) das propriedades estuda-
das. Quando estas foram separadas em circuitos, foi obser-
vado que no C1 a frequéncia de estabelecimentos rurais
positivos foi de 66,67% (6/9) e tanto no C2 como no C3
cinco de oito criacdes tiveram animais positivos, o que cor-
responde 62,50% de positividade em cada um desses dois
circuitos (x?=0,63 e P>0,05).

Foi observado que 51,75% (207/400) das amostras
apresentavam aspecto normal, ou seja, estavam na forma
de cibalas e 73,75% (295/400) tinham cor normal. Nenhu-
ma amostra diarreica ou com aspecto grude foram positi-
vas (P>0,05) para Cryptosporidium spp. (Quadro1).

Das amostras positivas 90,00% tinham coloragdo V1,
V4 e V5 (Quadro 2). Além disso, 50,00% (15/30) e 70,00%
(21/30) das amostras positivas para o parasito tinham as-
pecto e cor normais (V1), respectivamente.

Na anélise de regressao logistica, apenas idade (4gl, x*=
13,54 e P<0,05) e cor (4gl, x>= 18,09 e P<0,05) foram signi-
ficativos (Quadro 3).

Quadro 1. Frequéncia de Cryptosporidium sp. observada em
amostras de fezes de 400 cabritos provenientes de 25
propriedades rurais de Quixada, Ceara, com relacido ao
aspecto utilizando a “Nested”-PCR

“Nested”-PCR Aspecto
Grude Cibalas Diarreia Amolecida Ressecada
Positivo 0(0,00%) 15(3,75%) 0(0,00%) 9(2,25%)  6(1,50%)

Negativo 4 (1,00%) 192(48,00%) 7(1,75%) 75(18,75%) 92(23,00%)
x2- (4gl) 2,43 (P>0,05).

Quadro 2. Frequéncia de Cryptosporidium sp. observada
em amostras de fezes de 400 cabritos provenientes de 25
propriedades rurais de Quixada, Ceara, com relacdo a cor

utilizando a “Nested”-PCR

“Nested”-PCR Cor*
V1 V2 V3 V4 V5
21(525%) 2(0,50%) 1(0,25%) 3(0,75%) 3(0,75%)
274(68,50%) 37(9,25%) 24(6,00%) 26(6,50%) 9(2,25%)
*V1 =normal, V2 = verde, V3 = verde amarelado, V4 = amarelado e V5 =
marrom com muco laranja. x2- (4gl) 6,45 (P>0,05).

Positivo
Negativo

Quadro 3. Faixa etaria dos cabritos de Quixada, Ceara e cor
de suas fezes

Efeito Chances Intervalo de confiangca Contraste
de ocorrer de Wald (95%) x* de Wald
Limite Limite
inferior Superior
FE1x FE5a 0,05 0,01 0,36 8,83**
FE2 x FE5a 0,81 0,16 4,04 0,06
FE3 x FE5a 1,96 0,44 8,78 0,77
FE4 x FE5a 0,21 0,02 2,26 1,67
Cor (V1xV5) 0,02 0,003 0,13 16,28**
Cor (V2xV5) 0,01 0,001 0,09 14,46**
Cor (V3xV5) 0,01 0,001 0,21 9,26**
Cor (V4 x V5) 0,05 0,01 0,34 9,35%*

Faixa etdria: FE1 = 3 e 60 dias de vida, FE2 =61 a 120 dias, FE3=121a180
dias, FE4 = 181 a 240 dias e FE5a = 241 a 360 dias. Cor: V1 = normal,
V2 =verde, V3 = verde amarelado, V4 = amarelado e V5 = marrom com
muco laranja. ®*P>0,05 e **P<0,05.
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DISCUSSAO

A ocorréncia encontrada em Quixada, Ceara de 7,50% esta
proxima a encontrada em estudos na regido Sudeste do
Brasil que varia de 4,8% (Bomfim et al. 2005) a 16,66%
(Coelho 2011). A maior frequéncia do parasitismo por
Cryptosporidium spp na esta¢do seca também foi relatada
por Noordeen et al. (2000) e Noordeen et al. (2001) na
Sri Lanka, ressaltando a resisténcia que o coccidio tem as
condig¢des adversas do meio ambiente, podendo sobreviver
fora do animal por um longo periodo de tempo (Pavlovic
et al. 2010) e infectar animais em qualquer época do ano.
Vale salientar que a precipitagdo pluviométrica média em
Quixada nesse periodo foi de 0,0mm.

Em épocas de seca existe escassez de alimento, sendo
um problema maior para animais que sdo criados em sis-
tema extensivos sem nenhuma suplementacdo alimentar
(Noordeen et al. 2000). Isto de certa forma pode ocasionar
estresse (Goma et al. 2007), além de comprometer a aqui-
sicdo de nutrientes que entrardo na composicao de varias
biomoléculas, inclusive imunoglobulinas. Aliado a isto,
nesse periodo os animais passam mais tempo presos, de-
fecando no cocho e nas instalacdes, contaminando o meio
ambiente o que pode facilitar a transmissao.

A elevada ocorréncia de amostras positivas para Cryp-
tosporidium spp. nas propriedades estudadas, corrobora
com Geurden et al. (2008) e Noordeen et al. (2000), que
encontraram 60% e 96% de positividade nas fazendas, res-
pectivamente. Demonstrando que formas infectantes do
parasito encontram-se disseminadas, além disso, isso pode
ter ocorrido porque em Quixada, Ceara, os produtores cos-
tumam vender os animais em feiras livres na Sede do mu-
nicipio, o que pode ter facilitado o transporte de animais
infectados de uma propriedade para outra.

Com relacdo a idade, em pesquisas realizadas por Zora-
na et al. (2006) observaram maior frequéncia de infecgao
em cabritos com um a 30 dias de idade e de Pavlovic et al.
(2010) com cinco a 21 dias de idade. Segundo Noordeen et
al. (2001) e Bomfim et al. (2005), a faixa etaria mais sus-
ceptivel a infeccdo por Cryptosporidium spp. é de animais
com menos de 150 dias e coincide com o periodo de maior
eliminagdo de oocistos e de fezes com aspecto diarreico
(Castro-Hermida et al. 2005) e coloracdo amarelada a mar-
rom-amarelada (Mason et al. 1981).

Esses achados discordam com o presente estudo onde
nenhum cabrito do municipio de Quixada com diarreia foi
positivo para o protozodario e a FE mais acometida foi de
121-180 dias, isso provavelmente ocorreu porque em mui-
tas propriedades os animais eram submetidos a manejos
que poderiam causar estresse, como desmama e cobertura.

Além disso, a susceptibilidade diminui com o avancar
da idade fato esse observado nos cabritos com idade entre
241 e 360 dias, que foram negativos para infecc¢do pelo pro-
tozoario. Isso ocorre por conta da produgio de anticorpos
que apresentam acdo duradoura e sdo capazes de bloquear
os esporozoitos na superficie dos enterdcitos, levando a re-
sisténcia contra infec¢do (Johnson et al. 2004, Moss et al.
2004), provavelmente isso pode ter contribuido para que
os animais de Quixada, Ceard, ndo apresentassem diarreia.

Com relagdo ao sexo, a maior frequéncia de fémeas

positivas também foi observado por Pam et al. (2013) na
Nigéria e das amostras positivas para o parasito, 50,00%
tinham aspecto de cibalas e 70,00% tinham colorag¢do nor-
mal, evidenciando que a ocorréncia em cabritos assinto-
maticos pode ser alta, corroborando com Noordeen et al.
(2000) e Castro-Hermida et al. (2007). Isso provavelmente
ocorreu porque os animais mais acometidos tinham idade
entre 121 e 180 dias, nessa fase os cabritos sdo mais imu-
nocompetentes e a produgio de anticorpos apresenta agio
duradoura contra o coccidio (Moss et al. 2004, Johnson et
al. 2004), reduzindo a manifestagio dos sinais clinicos.

O presente estudo é o primeiro que evidencia a ocor-
réncia da infec¢do por Cryptosporidium spp em caprinos no
Nordeste brasileiro, utilizando como diagnoéstico a Nested-
-PCR com gene 18S rRNA. Formas infectantes do parasito
estdo presentes em propriedades de Quixadd, Ceara e a ca-
suistica foi maior em animais assintomaticos, demonstran-
do a importancia desses como reservatorios para outros
hospedeiros.
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