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RESUMO

PANTOJA, D. K. S. Q. Cryptosporidium spp. (Tyzzer, 1907) e Giardia spp. (Leeuwenhoek,
1681) em mamiferos silvestres do Estado do Pard, Brasil. 2018. 97 f. Tese (Doutorado em
Saude e Producdo Animal na Amazonia, Universidade Federal Rural da Amaz6nia, 2018).

As enteroparasitoses zoonéticas representam importante problema de saide publica, ao qual
espécies de protozoarios como Cryptosporidium spp. e Giardia spp. podem atingir elevadas
frequéncias em regides em que as condigdes de saneamento basico sdo precarias, promovendo
surtos de diarreia em animais domeésticos, homens e animais silvestres. Esses agentes sdo
protozoarios de facil transmissdo que apresentam diversas espécies patogénicas para varios
tipos de hospedeiros. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em diversas espécies de mamiferos silvestres no Estado
do Pard, Amazonia, Brasil. Amostras fecais de 140 animais distintos (seis de vida livre e 134
de cativeiros) foram coletadas em seis municipios do Estado do Para. Para pesquisa de Giardia
spp. e Cryptosporidium spp., foram utilizados os métodos direto e Kinyoun, respectivamente,
e um teste imunologico comercial (RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba
Combi N1722) para deteccdo de antigenos de ambos os parasitas. Cryptosporidium spp. foi
detectado em 9,28% (13/140) das amostras, sendo dois de animais de vida livre e 11 de
cativeiros. Giardia spp. foi encontrada em 10% (14/140) das amostras, sendo um de animal de
vida livre e 13 de cativeiros. Apenas um animal apresentou infeccdo concomitante para 0s
agentes. Os resultados encontrados evidenciam que ha ocorréncia do Cryptosporidium spp. e
da Giardia spp. em mamiferos silvestres na regido amazonica correspondente ao Estado do
Pard, possivelmente participando como mantenedores e disseminadores dos agentes
infecciosos para o meio ambiente e outros hospedeiros, destacando-se que pouco se sabe
sobre o verdadeiro papel desses mamiferos na disseminacdo como também na manutencédo de

tais agentes zoonaticos.

Palavras chave: Zoonoses. Cryptosporidium spp. Giardia spp. Enteroprotozoarios. Silvestres.

Amazonia.



ABSTRACT

PANTOJA, D. K. S. Q. Cryptosporidium spp. (Tyzzer, 1907) and Giardia spp.
(Leeuwenhoek, 1681) in wild mammals in the Estado do Para, Brasil. 2018. 97 f. Thesis
(Doctorate degree in Health and Animal Breeding in Amazonia, Federal Rural University of
Amazon, 2018).

Zoonotic enteric parasits have been a huge problem in public health, due to the presence of high
and frequent levels of protozoa as Cryptosporidium spp. and Giardia spp. noticed in regions
where basic sanitation are precarious, causing outbreaks of diarrhea in human beings, wild and
domestic animals. These infective agents are protozoa that present several pathogenic species
easily transmited to many types of hosts. The present survey objective was to evaluate the
occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in several species of wild mammals in
the State of Pard, Amazonia, Brasil. Samples of feces from 140 indicidual wild animals (six in
their natural habitat and 134 raised in captivity) were collected in six different rural
municipalities in the State of Para. The research for Giardia spp. e Cryptosporidium spp., were
respectively done through direct and Kinyoun methods besides the routine immunological
exams (RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi N1722) under the
proposal to detect antigens for both parasites. Cryptosporidium spp. was detected in 9,28%
(13/140) of the samples, being present in two samples from animals in their natural habitat and
11 in captivity. Giardia spp. was present in 10% (14/140) of the samples, being present in one
animal in their natural habitat and 13 raised in captivity. Only one animal was infected by both
protozoa at the same time. The results indicate the presence of Cryptosporidium spp. and
Giardia spp. in wild mammals in the Amazon region in the State of Para, possibly taking place
as keepers and as disseminators of these infective agents to the environment and to some other
hosts, what shows that the real contribution of these mammals on the dissemination and also

maintenance of these cited zoonotic infective agents, have not been clearly known.

Keywords: Zoonosis. Cryptosporidium spp. Giardia spp. Enteroprotozoals. Wild. Amazon.
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1 INTRODUCAO

As mudancas ambientais decorrentes de fendmenos naturais ou produzidas pela
intervencdo antropica, imprimem grande influéncia na proliferacdo e no aparecimento de
doencas parasitarias zoonoticas tais como a criptosporidiose e a giardiase (LALLO et al., 2009).

A criptosporidiose é causada por Cryptosporidium spp., e € uma doenga de ampla
distribuicdo geogréfica, encontrada em varias espécies de animais (FERREIRA; BORGES,
2002), incluindo o homem (PEREIRA et al., 2009), promove gastrenterite moderada a severa e
sua transmissdo ocorre pela ingestdo de oocistos do protozoario (GARRIDO, 2003).

Cryptosporidium, que significa “esporo escondido”, pertence a classe Sporozoa e a
subordem Eimeriorina, ou coccidios verdadeiros (WYNGAARDEN et al., 1993). E um
protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, sendo o Unico Coccidium representante da
familia Cryptosporidiidae (FAYER; SANTIN, 2009).

A giardiase é causada por Giardia spp., protozoario flagelado que apresenta um ciclo
de vida direto. A transmissdo ocorre especialmente pela ingestdo de agua contaminada com
cistos do parasita, causando enterites no homem e nos animais (THOMPSON, 2000), como
caes e gatos e em espéecies de mamiferos silvestres (THOMPSON, 2004).

De acordo com a classificagdo taxondmica, a Giardia spp. pentence ao filo
Metamonada, subfilo Trichozoa, superclasse Eopharyngia, classe Trepomonadea, subclasse
Diplozoa, ordem Giardiida e familia Giardiidae (PLUTZER; ONGERTH; KARANIS, 2010).

As ocorréncias do Cryptosporidium spp. e da Giardia spp. em mamiferos silvestres
encontradas na literatura s@o bastante variaveis, nao estando esclarecido se tais variacfes estdo
relacionadas as espécies envolvidas, localizacdo geogréafica, preferéncias alimentares dos
hospedeiros, sazonalidade ou se seriam resultados das técnicas de amostragens e diagnosticos
utilizadas (APPELBEE et al., 2005). Sabe-se, no entanto, que mudancas em condi¢cdes
ambientais, podem influenciar a dindmica das relacGes entre parasito e hospedeiros, facilitando
o trénsito e a capacidade de adaptacdo dos micro-organismos (MANGINI; SILVA, 2007).

Com relacdo a transmissdo desses agentes por animais silvestres, estudos destacam que
zooldgicos sdo considerados grandes fontes de conhecimento para 0 homem, gerando também
interacdo com a natureza, porém a grande concentracdo de diferentes espécies de animais em
um pequeno espaco e 0 contato com o homem, predispde o surgimento e disseminacao das
doencas zoondticas (CABRAL et al., 2001).

Com relagdo a conservacao das espécies, a saude animal € um dos pontos primordiais,

sendo relevante o estudo das enteroparasitoses e suas implicagdes na compreensdo do estado
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atual da mesma, incluindo a saude humana e ambiental, além de auxiliar no entendimento do
papel exercido pelos animais na propagacio dos agentes parasitarios (ARAUJO, 2014).
Estudos recentes descrevem o crescimento do nimero de casos de enteroparasitoses em
varios hospedeiros envolvendo o Cryptosporidium spp. e a Giardia spp. que sdo responsaveis
por duas das mais graves doencas/agentes veiculadas pela 4gua, o que evidencia, portanto, a
necessidade do desenvolvimento de estudos epidemiolégicos sobre estes agentes nos animais
silvestres, pois pouco se sabe sobre o envolvimento desses na transmissdo dos agentes aqui
estudados. Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo investigar a ocorréncia e a
caracterizacdo molecular desses enteroprotozoarios, em fezes de mamiferos silvestres no estado
do Par4, Amazodnia, Brasil, gerando informacdes epidemioldgicas que possam contribuir para
futuros estudos sobre a salde Unica, que abrange meio ambiente, homens e animais, ja que
estudos evidenciam que esses animais podem estar contribuindo ativamente na cadeia
epidemiologica de muitas doencas, servindo como mantenedores e disseminadores de agentes

infecciosos para 0 meio ambiente e para outros hospedeiros.
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2 CONTEXTUALIZACAO

2.1 Generalidades: animais silvestres e as infecgfes por protozoarios

As alteracBes ambientais geradas pelo homem, podem criar condi¢des favoraveis a
disseminacdo de doengas, incluindo as zoonoses parasitarias (PATZ et al., 2000). Lallo et al.
(2009), também enfatizaram que a ocorréncia de mudancas ambientais, exerce grande
influéncia na proliferacdo e no surgimento de doencas parasitarias zoondticas, entre elas a
malaria, leishmaniose, criptosporidiose, giardiase, tripanossomiase e esquistossomose, sendo
que essas mudancas ambientais podem levar a alteracbes no equilibrio ecolégico e
consequentemente, a ocorréncia de agentes patogénicos em seus hospedeiros silvestres e
vetores.

A ocupacdo de areas de florestais, com habitacbes humanas em areas anteriormente
habitadas por animais selvagens, tem gerado a destruicdo de abrigos de diferentes espécies
silvestres, promovendo também a reducdo de suas fontes alimentares (PAULO, 2011). Como
consequéncia dos danos gerados ao ecossistema, algumas espécies silvestres que sobrevivem
acabam se aproximando das residéncias, cujas moradias passam a servir de locais de busca de
alimentos para espécies que apresentam potencial de abrigar agentes zoondtico, pondo assim
em risco a saude do homem (CIPOLLO; DIAS, 2012).

Os animais silvestres pertencentes a fauna brasileira podem estar localizados na
natureza, ou seja, sdo classificados como animais de vida livre, ou de cativeiro, vivendo em
parques zooldgicos, criatdrios conservacionistas, cientificos ou comerciais, institutos de
pesquisa, centros de triagem e reabilitacdo. No entanto, independente do ambiente, esses
animais podem ser considerados reservatérios de agentes zoonéticos (SILVA, 2004).

Infecgdes por Cryptosporidium spp. e Giardia spp. tém sido descritas em uma grande
variedade de animais silvestres, tanto nos de vida livre como nos de cativeiros em todo o mundo,
especialmente em mamiferos (APPELBEE et al., 2005; FENG, 2010). Pesquisadores
observaram que algumas espécies silvestres ou grupos sdo mais sensiveis as infeccdes pelos
protozoarios, manifestando sinais clinicos mesmo quando sdo adultos e imunocompetentes
(SAMUEL et al., 2001).

Outros estudos mostraram que animais silvestres mantidos em cativeiros, apresentam
elevados niveis de estresse, sendo esse um dos fatores principais para a condi¢ao de transmissao
de doencas entre 0s animais que estdo no mesmo ambiente, pois a ocorréncia do estresse gera

imunossupressdao nos mesmos (MARVULO, 2007). Feng (2010), também descreve que o



16

ambiente de cativeiro propicia a transmissao cruzada de Cryptosporidium spp. entre diferentes
espécies hospedeiras.

A pesquisa de agentes parasitarios em animais silvestres de vida livre tem sido descrita
em todo o mundo, porém, em decorréncia da diversidade de espécies animais, tais estudos séo
ainda incipientes (LALLO et al., 2009).

A criptosporidiose também ja foi descrita em roedores silvestres, sugerindo que esses
pequenos mamiferos podem ser reservatorios do agente devido a auséncia de especificidade
para o hospedeiro (SINSKI et al., 1998).

Dall'Olio e Franco (2004), encontraram oocistos de Cryptosporidium muris e
Cryptosporidium parvum nas fezes de pequenos mamiferos silvestres, sugerindo que eles
podem atuar como reservatorios e contribuirem para a contaminacdo dos cursos das aguas e a
infeccdo de outros animais, entre eles os mamiferos invasores, inclusive o homem. De acordo
com Didier et al. (2004) a especie C. parvum tem sido responsabilizada pela maioria das
infeccOes descritas em seres humanos e em mamiferos.

Estima-se que aproximadamente 5% dos coelhos selvagens do mundo estejam
infectados com o género Cryptosporidium, especialmente Cryptosporidium cuniculus, porém
tanto os coelhos selvagens como os domesticos séo considerados fontes potenciais da infeccédo
para 0 homem, sendo esses animais 0s Unicos hospedeiros conhecidos desta espécie. Aléem do
C. cuniculus, os coelhos também podem se infectar com as espécies C. parvum e C. meleagridis,
ao qual todas sdo consideradas patégenos humanos (DUSZYNSKI; COUCH, 2013).

A importancia dos animais silvestres na epidemiologia da giardiase ainda é
desconhecida, apesar de estudos moleculares indicarem que esses animais podem representar
fontes de infeccdo para 0 homem (SULAIMAN et al., 2003). Soares et al. (2008), destacaram
gue o potencial zoondtico de protozoarios a partir de hospedeiros silvestres € pouco estudado

no Brasil.

2.2 Cryptosporidium

Parasitos do género Cryptosporidium possuem grande capacidade de reproducdo e
disseminacdo, apresentando varias espécies conhecidas por infectar diferentes espécies de
animais (GRAAF et al., 1999). Apresenta um ciclo biolégico direto com uma forma encistada
fora do hospedeiro (oocisto), ndo possuindo um meio 6bvio de locomogdo como cilios ou
flagelos, sendo esta, uma das caracteristicas do seu filo (JONES et al., 1997).

O género Cryptosporidium possui 21 espécies e aproximadamente 40 genotipos, tendo
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numerosos vertebrados como hospedeiros (FAYER; SANTIN, 2009).

Em humanos, as espécies identificadas como responsaveis pela criptosporidiose sao C.
hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis e C. canis. As mais frequentes sdo C. hominis e C.
parvum (CAMA, 2008).

A utilizagdo de técnicas moleculares permitiu distinguir diferengcas na estrutura de
alguns componentes dos esporozoitos dentro dos oocistos, como enzimas e acidos nucléicos,
que possibilitaram a separacdo de varios gendtipos de C. parvum, espécie mais patogénica e
com maior frequéncia nas infec¢cdes humanas (NEVES, 2005).

O estudo do genoma completo de C. parvum trouxe novos aspectos da biologia e da
evolucdo dos parasitos Apicomplexa (KEELING, 2004). A analise filogenética da pequena
subunidade ribossomal do acido ribonucleico (RNA) (SSU RNA) permite verificar diferencas
entre as especies de Cryptosporidium. Analises da sequéncia de acido desoxirribonucleico
(DNA) revelam repetigdes sucessivas de mono, di e trinucleotideos de A, AT e AAT, refletindo
a grande quantidade de nucleotideos AT no genoma de parasitos dessa espécie (FENG et al.,
2000).

No Brasil, pouco se sabe sobre criptosporidiose em animais silvestres, ao qual o dificil
acesso ao habitat natural, a restricio promovida pelos érgaos ambientais e a dificuldade de
manuseio dos animais, sdo alguns dos fatores limitantes para o crescimento de pesquisas
relacionadas ao Cryptosporidium spp. (SILVA et al., 2008).

Estudos em area serrana do Sudeste brasileiro, relatam a ocorréncia da infeccdo por
Cryptosporidium spp. em pequenos mamiferos silvestres e roedores das espécies Akodon
serrensis e Oryzomys ratticeps (DALL’OLIO; FRANCO, 2004), evidenciando que este género
de parasito apresenta grande numero de hospedeiros tanto domesticos como silvestres
(SOARES et al., 2008).

De acordo com os estudos moleculares, dois genotipos sdo mais comumente
encontrados em humanos: o0 gendtipo humano (ou tipo 1) reconhecido como C. hominis e 0
gendtipo bovino (ou tipo Il) C. parvum (MONIS; THOMPSON, 2003). Estudos sugeridam a
classificacdo do C. parvum como uma nova espécie chamada de C. pestis, assim como a de um
gendtipo semelhante ao C. hominis, como sendo C. cuniculus, tendo como hospedeiros o coelho
selvagem Oryctolagus cuniculus e 0 homem (ROBINSON et al., 2010; SLAPETA, 2011).
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2.2.1 Historico

Cryptosporidium foi observado pela primeira vez nos Estados Unidos (EUA) em 1907
por Tyzzer, no tubo digestivo de camundongos de laboratorio; em 1955 foi encontrado em perus
Meleagris gallopavo e em 1971 em bezerros Bos taurus, relatado como causador de doencga
diarreica e Gbito dos animais, isso ap6s anos sem avancos nos estudos de tal agente, pois o
Cryptosporidium spp. era considerado um protozoario de pouca importancia clinica e
econémica (ALMEIDA, 2004; LINDSAY; BLAGBURN, 2008).

Tyzzer descreveu o género Cryptosporidium para designar um pequeno coccideo
encontrado nas glandulas gastricas de camundongos, que recebeu o nome de C. muris e, em
1911, o mesmo pesquisador encontrou outra espécie, menor do que a primeira, localizada no
intestino delgado também de camundongos, e a descreveu como C. parvum (NEVES, 2005).

Durante 0s anos seguintes varias novas espéecies foram descritas por diferentes autores
baseando-se na ideia de que o parasito fosse espécie-especifico (XIAO; CAMA, 2006).

Os primeiros casos de criptosporidiose em humanos foram relatados no ano de 1976. O
primeiro em uma crianca de trés anos de idade residente em uma zona rural nos EUA (NIME
et al., 1976). O segundo caso foi em um adulto imunodeprimido também nos EUA que foi
diagnosticado por biopsia intestinal e retal (MEISEL et al., 1976). A doenca sé passou a ter
importancia a partir de 1980 com o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) (SMITH; ROSE, 1998).

2.2.2 Morfologia

Cryptosporidium spp. sdo coccidios minusculos com seus oocistos contendo um
didmetro de 4 a 8um, dependendo da espécie e da fase de desenvolvimento (BOWMAN et al.,
2004). Apresenta diferentes formas estruturais que podem ser encontradas nos tecidos (formas
enddgenas), nas fezes e no meio ambiente (oocistos). Os oocistos sdo pequenos, esféricos ou
ovoides com cerca de 5,0 x 4,5 um (C. parvum), e 7,4 x 5,6 um (C. muris) e contém quatro
esporozoitos livres no seu interior quando eliminados nas fezes (NEVES, 2005). Os
esporozoitos sdo elipticos, achatados, sem flagelos, porém mdveis que sofrem excistacdo no
tubo intestinal do hospedeiro ap6s a dissolucao da parede externa do oocisto (WYNGAARDEN
et al., 1993).

Os oocistos possuem um corpo residual composto por granulos e 0s estagios enddgenos

possuem organela de adesdo. A parede dos oocistos € lisa, composta por duas camadas
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eletrodensas constituidas por glicoproteinas e separadas por uma camada glicolipidica
intermediéria (FAYER; UNGAR, 1986).

Estudos caracterizaram uma organela semelhante a mitocondria por meio de descricao
ultra-estrutural e morfoldgica, da localizagdo de anticorpos mitocondriais, da andlise
filogenética de genes que codificam transporte de proteinas mitocondriais e da identificacdo e
analise de sequéncias de genes associados a mitocondria (PUTIGNANI et al., 2004).

Com relacdo ao metabolismo sugere-se que o parasito recorre a glicélise para a produgédo
de energia, sendo capaz de utilizar e catabolizar monoacucares (glicose e frutose), assim como
armazenar e catabolizar polissacarideos como a amilopectina. Como muitos organismos
anaerobicos, os parasitos do género Cryptosporidium economizam ATP (adenosina trifosfato)
por meio da utilizacdo de pirofosfato fosfofrutoquinase-dependente. Enzimas para o
metabolismo de lipidios complexos como o glicerolipidio e o inositol fosfato foram
identificadas (ABRAHAMSEN et al., 2004).

2.2.3 Ciclo biologico

O oocisto esporulado, Unico estagio exdgeno, contém quatro esporozoitos envolvidos
por uma parede de dupla camada que confere resisténcia ao organismo. Estes sdo excretados
nas fezes de um hospedeiro infectado e a fase enddgena comeca apds estes serem ingeridos por
um hospedeiro susceptivel. Os esporozoitos sdo liberados através da ruptura da parede do
oocisto quando expostos as temperaturas corporais, aos acidos, as tripsinas e aos sais biliares,
e aderem as células epiteliais do trato gastrintestinal, usualmente ileo ou jejuno, ou trato
respiratorio (mais comum em aves) (FAYER, 1997).

Estudos in vitro demonstraram que 0s esporozoitos de Cryptosporidium spp. podem
desencistar em solugdes aquosas mornas, o0 que possibilita e justifica as infeccdes e
autoinfecgdes em sitios extraintestinais (FAYER, 1997). Portanto, é importante destacar que o
Cryptosporidium spp. ndo necessita da presenca de enzimas digestivas ou sais biliares para que
aconteca o0 excistamento. Esse processo pode ocorrer pela presenca de receptores especificos
no organismo do hospedeiro, podendo o agente completar seu ciclo em sitios extraintestinais,
como no epitélio pulmonar, quando a infeccdo ocorre por inalacdo de oocistos em suspensao
(via menos comum) (FAYER; XIAOQ, 2008).

Durante o estagio invasivo, organelas secretorias do parasito com complexo apical

(rhoptrias, micronema e granulacGes densas), liberam proteinas que facilitam a invasdo das
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celulas. As proteinas identificadas da superficie e complexo apical incluem GP900, p 23, CSL,
TRAP-C1, CP15, cp 47, e GP 15/40 (CAREY et al., 2004).

Os esporozoitos penetram nas células intestinais, multiplicam-se assexuadamente no
interior de vacuolos, formando os merontes de tipo | (contém de seis a oito merozoitas), 0s
quais liberam merozoitas que também invadem os enterdcitos, dando origem aos merontes de
tipo 1l (contém apenas quatro merozoitas). Alguns merontes de tipo Il se diferenciam em
macrogametdcitos e em microgametacitos. Esses Ultimos tornam-se multinucleados onde cada
nacleo forma um microgameta iniciando a multiplicacdo sexuada e fertilizam os
macrogametdcitos dando origem ao zigoto, que em seguida sofre meiose e se reveste de parede
formando dois tipos de oocistos: um de parede fina (aproximadamente 20% dos oocistos) e
outro de parede grossa (aproximadamente 80% dos oocistos), ambos infectantes (Figura 1)
(FAYER; 1997; FAYER; UNGAR, 1986; CAREY et al., 2004).

(ORI »
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Figura 1: llustragdo adaptada do ciclo de vida do Cryptosporidium spp.
Fonte: Chen et al. (2002).
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Os oocistos com parede espessa sdo as formas infectantes excretadas para 0 meio
ambiente com as fezes, e 0s oocistos de parede fina se rompem no intestino delgado
promovendo os casos de autoinfecgdo (CACCIO, 2004).

MilhGes de oocistos maduros sdo liberados nas fezes, contaminando o meio ambiente,
e permanecem viaveis durante varios meses. Os oocistos esporulam no interior do hospedeiro
e ja sdo infectantes quando eliminados para 0 meio ambiente (FAYER; UNGAR, 1986).

A capacidade de se desenvolver completamente dentro de um tnico hospedeiro (ciclo
vital monoxénico) implica em um grande potencial de reinfecgdo e contribui para a natureza
refrataria dessa doenca como se verifica em pacientes com SIDA (WYNGAARDEN et al.,
1993).

A relacdo parasito-célula hospedeira é Unica porque o parasito € intracelular, isto é,
englobado por uma membrana celular do hospedeiro, mas é extracitoplasmatico
(WYNGAARDEN et al., 1993). Porém, descobertas sobre os estagios extracelulares do parasito
tém reportado a habilidade do mesmo em completar seu ciclo de vida sem a necessidade de
célula hospedeira, o que sugere que Cryptosporidium spp. possa ndo ser um parasito intracelular
obrigatorio. Estagios reprodutivos extracelulares tém sido descritos em C. andersoni e C.
parvum (BOXELL et al., 2008; THOMPSON, 2009).

Considerado um coccidio resistente (CAREY et al., 2004), os oocistos de
Cryptosporidium spp. apresentam caracteristicas que favorecem a sua rapida dispersao no
ambiente, tais como a capacidade de suportar a acdo dos desinfetantes comumente utilizados
(formoldeido, fenol, etanol, lisol), a possibilidade de atravessar determinados sistemas de
filtracdo de agua em decorréncia do seu tamanho reduzido, a capacidade de flutuar, a
permanéncia no ambiente durante algumas semanas ou meses e a tolerancia em determinadas
temperaturas e salinidade (FAYER et al., 2004).

No ambiente, os oocistos de Cryptosporidium spp. podem sobreviver por até um ano a
4°C; na agua, permanecem viaveis por até 176 dias; em agua do mar, por 35 dias; em fezes,
sobrevivem 130 dias. Com congelamento a -22°C uma pequena proporcao de oocistos ainda
permanece Vviva e capaz de resistir por 775 horas (PEREIRA et al., 2009).

Cada geracdo do parasito pode se desenvolver e maturar de 12 a 14 horas e o0 periodo
entre a ingestdo de oocistos e a excrecdo destes nas fezes varia de hospedeiro para hospedeiro
e de acordo com a espécie de Cryptosporidium (FAYER, 1997). A duracdo do ciclo bioldgico
é curta e, segundo estudos realizados em varias espécies de animais, varia, em média, de dois a
sete dias (NEVES, 2005).
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2.2.4 Transmisséo de Cryptosporidium spp.

A transmissdo pode ocorrer de forma direta entre animais, entre humanos, de animais
para humanos, ou indiretamente através da ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com
oocistos viaveis (FAYER et al., 2000).

A transmisséo pessoa a pessoa é a principal via de contaminacdo em ambientes com alta
densidade populacional como asilos, creches, podendo haver a propagacdo do agente para 0s
familiares das criangas contaminadas; hospitais com transmisséo entre pacientes e pessoas que
participam do cuidado restrito aos pacientes, como os enfermeiros (FAYER; UNGAR, 1986).
Tem sido afirmado que C. hominis é encontrado somente entre humanos, enquanto C. parvum,
também responsavel por grande nimero de casos humanos, apresenta 0s animais de fazenda
com 0s maiores reservatorios, considerado entdo, um patdégeno zoondtico (HUNTER;
THOMPSON, 2005).

2.2.4.1 Transmissao zoonotica

A transmissdo do Cryptosporidium spp. entre seres humanos e animais domésticos tem
sido bem documentada e é provavel que tanto uns como outros sirvam de reservatorio do agente
(WYNGAARDEN et al.,, 1993). Pode ocorrer para 0 homem e para 0s animais pela
contaminacdo fecal-oral (BALLWEBER, 2001).

Estudos moleculares indicam que os cdes podem transmitir o gendtipo bovino de
Cryptosporidium, a Unica espécie de animal que seria capaz de infectar o homem (ABE et al.,
2002). Porem, com base na taxonomia, ja se aceita que todas as espécies de Cryptosporidium
possam ser potencialmente perigosas para 0 homem. Acredita-se que o individuo com
imunodeficiéncia possa ser susceptivel a espécies ou genotipos nao-infectantes para o
imunocompetente (TAVARES; MARINHO, 2005).

A ocorréncia de C. parvum em fezes de cées tem sido frequentemente demonstrada em
todo 0 mundo, indicando a importancia desses animais como fontes de infec¢do para 0 homem
(LALLO; BONDAN, 2006). Cées infectados com Cryptosporidium spp. podem contaminar o
meio, tornando o solo e a agua (tanto potavel como aquela utilizada na irrigacdo e também de
recreacdo) fontes de infeccdo para o ser humano (MOURA et al., 2009).

Greca (2010) utilizando a reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR) e Nested-

PCR, para conhecer 0s gendtipos de Cryptosporidium, demonstrou que espécies com grande
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potencial zoondtico como C. parvum e C. hominis podem infectar o céo, indicando que o ser
humano pode transmitir a outras espécies animais o espécie-especifico C. hominis.

A transmissdo zoonotica mais frequente entre pacientes imunodeprimidos foi
questionada, uma vez que estudo realizado no Peru, sugere que ndo ha diferenca significativa
na distribui¢do de Cryptosporidium entre pacientes com SIDA e criangas imunocompetentes
que vivem na mesma area geogréafica (XIAO; CAMA, 2006). De acordo com esses autores, a
infecgdo por C. meleagridis, C. felis e C. canis também pode ocorrer numa frequéncia menor,

enquanto C. muris, C. suis e C. cervine, sdo raramente relatadas em casos humanos.

2.2.4.2 Transmissao por agua e alimentos

Ocorréncias de criptosporidiose foram atribuidas ao consumo de &gua, devido,
principalmente a resisténcia dos oocistos aos mais variados métodos utilizados em tratamento
da agua como cloracédo, ozonizagéo ou filtracdo. Enquanto o contato direto de pessoa /pessoa
ou de animal/pessoa normalmente gera um pequeno nimero de infectados, a contaminagéo de
um manancial pode afetar milhares de pessoas (SPOSITO FILHA; OLIVEIRA, 2009).

Segundo Tavares e Marinho (2005), o oocisto de Cryptosporidium spp. € resistente a
acidos e as concentracdes de cloro encontradas em agua de beber e de piscinas. Essa resisténcia
ao cloro e a baixa dose infectante o tornam o patdgeno entérico de maior potencial de contagio.

A sobrevivéncia dos oocistos diminui a medida que a temperatura aumenta, 0 que pode
acelerar a sua degradacdo. Em temperaturas extremas a viabilidade e a infectividade séo
afetadas, uma vez que as proteinas que compde a parede dos oocistos podem desnaturar,
expondo 0s esporozoitos. Também, o rapido congelamento inativa 0s oocistos em maior
proporcdo quando comparados ao congelamento lento como ocorre na natureza. Muitas
condicBes de estresse gue 0s oocistos encontram no meio ambiente poderiam limitar a sua
infectividade (TAMBURRINI; POZIO, 1999).

A contaminacdo do meio ambiente com fezes humanas ou de animais infectados com
oocistos, pode atingir alimentos e fontes de agua usadas para consumo, para recrea¢ao ou para
irrigacdo e processamento de alimentos (frutas e verduras) resultando em surtos de
criptosporidiose (PEREIRA et al., 2009).

A &gua contaminada é uma importante fonte de infeccdo humana, tanto pelo consumo
direto, como no preparo de alimentos. Cryptosporidium spp. também ja foi encontrado em
alimentos como salmao, salada de frutas, vegetais crus, alface, alho, tomate, leite cru e cidra de
maca (SLIFKO et al., 2000).
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Numerosos surtos ocorridos nos EUA, Canada, Reino Unido, Franca, Austrélia, Japdo
e outros paises industrializados foram associados & contaminacéo de aguas de abastecimento
para consumo, evidenciando a resisténcia do parasito aos sistemas convencionais de tratamento
de agua (FRANCO, 2007). Pessoas ou animais infectados podem eliminar até 10 bilhdes de
oocistos de C. parvum por grama de fezes, com isso poucos hospedeiros infectados s&o
necessarios para contaminar grande quantidade de agua (OLSO et al., 2003 apud SILVA,
2010).

O emprego de fezes de animais como adubo orgénico em culturas vegetais pode causar
infeccdo direta pela formacdo de aerossdis ou contaminar aguas superficiais e subterraneas
(FAYER et al., 2000).

Depois do primeiro grande surto ocorrido nos EUA em 1993, com 403.000 pessoas
afetadas e outros importantes surtos ocorridos em varias regides do mundo, mudancas na
legislacdo sobre a qualidade da agua para consumo e dos projetos de tratamentos para agua de
abastecimento, resultaram em declino no nimero de surtos de criptosporidiose transmitidos por
esta via nos EUA e Reino Unido (XIAO; CAMA, 2006; FRANCO, 2007).

O numero de surtos causados por alimentos contaminados é menor que os produzidos
por aguas contaminadas, o que pode ser atribuido a pouca investigacdo ou ao fato de que as
ocorréncias dos casos descritos sdo dispersas e esporadicas. As fontes de contaminacao destes
surtos podem estar associadas aos manipuladores ou aos alimentos crus contaminados com
oocistos na producdo, por meio de agua de irrigacdo e também pela contaminacao direta do
alimento por materiais fecais na etapa de processamento. Muitos animais marinhos que sdo
consumidos como alimentos, tém a capacidade de filtrar aguas para realizar a sua alimentacéo,
porém quando estas estiverem contaminadas com oocistos, 0s animais acabam retendo o
parasito no seu interior, evidenciados em varios estudos realizados que identificaram C.
parvum, C. hominis e C. meleagridis como contaminantes de frutos do mar (XIAO; CAMA,
2006; SMITH; NICHOLS, 2010).

2.2.5 Patogénese

Desde o seu reconhecimento em 1907, a infectividade e a patogenia da infeccdo por
Cryptosporidium spp. ainda ndo é totalmente compreendida. No inicio acreditava-se ser um
problema exclusivamente dos animais (CHAPPELL et al., 2003).

Apo6s 0 rompimento do oocisto e liberagcdo dos esporozoitos no intestino, estes se aderem

aos enterdcitos do hospedeiro. Em seguida, hd uma invaginacdo da membrana celular, que
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envolve o esporozoito, formando um vaclolo extracitoplasméatico (STERLING;
ARROWOOD, 1992).

Os organismos estdo localizados no interior das células, mas situam-se imediatamente
por baixo da membrana celular, dando a impressdo que sdo extracelulares e fixados a borda
microvilosa das células parasitadas (JONES et al., 1997). Isto permite que 0 protozoario se
proteja do sistema imunolégico e, ao mesmo tempo, se beneficie do transporte de solutos
através da membrana da célula parasitada (ABRAHAMSEN et al., 2004).

O processo de invasao de células hospedeiras e desenvolvimento do parasito culminam
em branda a moderada fuséo das vilosidades e em mudangas na superficie do epitélio (GRAAF
et al., 1999). Os criptosporidios de mamiferos parasitam as células epiteliais intestinais, quase
sempre o intestino delgado, mas também do ceco e do colo e, ocasionalmente, dos ductos
biliares, da traqueia e dos bronquios (JONES et al., 1997).

A disseminacdo para as vias biliares deve ocorrer por via luminal e ndo sistémica. O
protozoério tem sido encontrado ligado ao epitélio da vesicula biliar em pacientes sintomaticos
com SIDA, que foram colecistectomizados e na bile dos que foram submetidos a colangiografia
retrograda, porém, o mecanismo patogénico pelo qual Crytosporidium spp. parasita a arvore
biliar é desconhecido (TAVARES; MARINHO, 2005).

O envolvimento pulmonar € uma complicacdo rara da criptosporidiose intestinal
descrita em pacientes também portadores da SIDA, a maioria deles com doenca avancada, ao
qual devido a uma infeccdo macica, pode haver invasdo por contiguidade, ocasionando
pneumonias intersticiais (MACKENZIE et al., 1994).

Segundo Brea et al. (1993) e Lbpez-Vélez et al. (1995), as sintomatologias mais
frequentes incluim tosse cronica, febre e dispnéia, sem alterac6es radioldgicas especificas,
algumas vezes com infiltrado intersticial pulmonar. Como a doenca biliar, a disseminacéo para
a arvore bronquica deve ocorrer por via luminal.

Yanai et al. (2000), em um estudo com dois macacos experimentalmente infectados
com o Virus da Imunodeficiéncia Simia (SIV), observaram que além da diarréia, os animais
apresentaram sintomas respiratorios, e apos o sacrificio dos mesmos, identificaram lesdes
envolvendo a traquéia, os pulmdes, as vias biliares, o pancreas e o intestino, com a presenca do
Cryptosporidium no citoplasma de macrofagos alveolares, nas células gigantes multinucleadas
e nas células do epitélio intestinal. As sec¢des pulmonares mostraram uma broncopneumonia
associada a criptosporidiose.

As lesGes entéricas causadas por Cryptosporidium spp. diminuem as atividades

enzimaticas intracelulares da mucosa intestinal e alteram o metabolismo corpéreo (MODOLO
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et al., 1988). Alteracdes na permeabilidade da membrana celular dos enterdcitos e trocas no
fluxo de ions podem ocorrer no curso da infeccéo e envolvem respostas a uma série de citocinas
e quimocinas. Também ocorre a apoptose das células como consequéncia da infeccdo dos
enterdcitos por Cryptosporidium spp. (CHAPPELL et al., 2003).

Apo6s aderéncia do esporozoito, as células da mucosa epitelial liberam citocinas que
ativam fagocitos, secretando fatores sollveis como histamina, serotonina, adenosina,
prostaglandina e fatores ativadores de plaquetas que atuam sobre 0s nervos entéricos
aumentando a secrecdo intestinal de agua e cloretos, inibindo a absorcdo. Posteriormente, as
células morrem por resultado direto da invasdo, multiplicacdo e expulsdo do parasito, ou as
células se danificam devido a inflamacéo, causando distor¢do das vilosidades, méa absorcao de
nutrientes, desidratacdo e desequilibrio eletrolitico (FAYER; UNGAR, 1986; SMITH et al.,
2006).

As celulas infectadas podem estar ligeiramente mais eosinofilicas que o normal, mas
nesta infecgcdo ndo ocorrem extensas necroses. Podem ocorrer atrofia e fusdo das vilosidades,
dilatacdo das criptas e infiltragdo celular na lamina propria com linfocitos e plasmocitos, e

menor quantidade de neutrofilos e eosinofilos (JONES et al., 1997).

2.3 Criptosporidiose

2.3.1 Sinais clinicos

A criptosporidiose pode ser causada por diferentes espécies e subtipos de
Cryptosporidium spp., afetando diferentes hospedeiros. Os sinais clinicos variam de acordo
com a idade e o estado sanitario do hospedeiro e também da espécie e/ou subtipo e dose
infectante do parasito (XIAO; FAYER, 2008).

Embora ndo se tenha total conhecimento dos meios pelos quais Cryptosporidium spp.
determina o quadro clinico, além da destrui¢cdo das microvilosidades levando a diminuicéo da
absorcao intestinal da digestdo, a presenca e a atividade de enteroxinas produzidas pelo parasito
ou pelo hospedeiro também vém sendo sugerida (SILVA, 2010). Em casos mais graves da
doenca, o hospedeiro pode desenvolver quadros de enterite, colite, cistite, hepatite, pancreatite
e manifestacdes clinicas respiratorias como sinusite e pneumonia (CHALMERS; DAVIES,
2010).

O periodo entre a ingestdo de oocistos e 0 aparecimento dos sintomas é de sete a 10
dias, podendo variar de cinco a 28 dias (PEREIRA et al., 2009).
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O sintoma mais comum de criptosporidiose em mamiferos é a diarreia aquosa profusa
que algumas vezes demonstra coloracdo amarelo-palha e odor fétido. Outros sinais clinicos
também podem ser observados, como desidratacdo, ma-absorcdo, febre, anorexia, perda de
peso, fraqueza, depressdo, sonoléncia e em alguns casos, distensdo abdominal. A maioria dos
animais exibe recuperacdo espontanea no intervalo de uma a duas semanas de infeccdo, mas
mortalidades significativas podem ocorrer em animais jovens e imunodeficientes
(O'DONOGHUE, 1995; MORGAN et al., 2000; HAMNES et al., 2007).

A diarreia é o sinal clinico mais comum, apesar de muitos animais infectados serem
assintomaticos (NELSON; COUTO, 2010). Apresenta-se liquida e profusa, possuindo
coloracdo amarelada e odor fétido. Juntamente com a diarréia, surgem desidratacdo, febre e
anorexia. Entretanto, em geral, a infecgdo pode se manter em estado subclinico e em condicbes
de estresse ou de imunodepresséo, ocorre reativacdo da eliminacdo de oocistos (FAYER, 1997).

Em animais domesticos, a contaminacao por Cryptosporidium spp. geralmente ocorre
entre a primeira e quarta semanas de vida, sendo que a duracdo dos sintomas € de
aproximadamente duas semanas. Os sinais clinicos mais observados tanto nos animais de
estimacgéo, quanto nos animais de producéo é uma diarreia profusa, que pode levar a morte por
desidratacdo (OLSON et al., 2011).

Ja em aves, a criptosporidiose se apresenta de trés principais formas, incluindo a
respiratoria, intestinal e renal, apresentando manifestacdes clinicas ou subclinicas (SANTIN,
2013).

A doenca em seres humanos manifesta-se de quatro maneiras: assintomatica, aguda,
cronica e fulminante (intensa e répida), ao qual a forma aguda é observada geralmente em
criancas com menos de cinco anos de idade e a cronica em individuos malnutridos ou
imunodeprimidos (PEREIRA et al., 2009). Portadores assintomaticos do parasito tém sido
encontrados entre individuos imunocompetentes e imunocomprometidos (WY NGAARDEN et
al., 1993).

2.3.2 Diagnostico

O diagndstico de Cryptosporidium spp. requer a observacdo dos oocistos ou um
resultado positivo no ensaio imunoenzimatico (ELISA - Enzyme-Linked Immunoabsorbent
Assay). C. parvum é o menor dos coccideos, sendo muito dificil observa-lo no exame fecal. O
uso de técnicas de coloragdo acida sobre o esfregaco fecal e anticorpos fluorescentes aumentam
a sensibilidade (NELSON; COUTO, 2010).
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Embora a anélise morfométrica seja uma boa forma de diagndstico, a dificuldade em
identificar oocistos surge quando o tamanho, forma ou estruturas internas de umas espécies nao
podem ser distinguidos de outros, como € o caso das espécies do género Cryptosporidium
(FAYER et al., 2000).

As amostras de fezes a serem processadas pelos diferentes métodos
coproparasitolégicos podem ser utilizadas ainda frescas ou preservadas em substancias
fixadoras (GARCIA, 1995).

Devido a dificuldade de identificacdo e/ou a escassez de oocistos é importante que a
amostra seja concentrada para facilitar a analise. Técnicas como sedimentacdo com formalina-
éter e formalina acetato de etil ou centrifugo-flutuacdo com solucdo de Sheather, sulfato de
zinco e flutuagdo em solugdo concentrada de cloreto de sddio, podem ser utilizadas
(HINRICHSEN, 2005).

A coloracédo de Ziehl-Neelsen e suas variagBes sdo os procedimentos que oferecem 0s
melhores resultados na identificacdo do Cryptosporidium spp. (CARLI, 1994). Na realizacéo
do exame, pode ser utilizada a fucsina carbdlica, que misturada as fezes ndo cora o parasito,
mas 0 deixa como um cisto claro no fundo vermelho (TAVARES; MARINHO, 2005). Outras
técnicas de coloracdo também tém sido relatadas como a hematoxilina férrica, safranina
tricomica e prata metanamina (HINRICHSEN, 2005).

O diagnostico da criptosporidiose pulmonar pode ser feito pelo Ziehl-Neelsen
modificado (ZNm) aplicado a todas as amostras das secrecdes respiratdrias como escarro e
lavado broncoalveolar, pode-se utilizar a coloracdo de Kinyoun (CORTI et al., 2008).

Os testes baseados em Imunoensaios, que detectam o antigeno na amostra de fezes, tém
capacidade para analise de um grande nimero de amostras, sem a necessidade de utilizacdo de
um técnico experiente na identificacdo. Apresentam alta especificidade (90-100%), porém a
sensibilidade pode ficar em torno de 70%, o que pode resultar em falsos positivos (JOHNSTON
et al., 2003).

Entre os testes imunologicos, estdo as técnicas de imunofluorescéncia (direta e indireta)
e imunoenzimatica com anticorpos monoclonais; testes com anticorpo policlonal fluorescente;
reacdes de aglutinacdo com latex; imunosorologia usando deteccdo de imunoglobulinas por
teste de ELISA; hemaglutinacdo passiva reversa; ensaios imunocromatograficos e citometria
de fluxo (FAYER et al., 2000).

Segundo Nelson e Couto (2010), o teste de ELISA é mais sensivel que o exame fecal.
E disponivel no mercado para ser realizado em seres humanos e também em outros mamiferos,

baseando-se na deteccdo do antigeno do parasito nas fezes (BALLWEBER, 2001). Porém Tuli
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et al. (2010), em estudo realizado em pacientes portadores de SIDA na India, utilizaram o
ELISA para deteccdo do antigeno de C. parvum em 200 amostras positivas pelos métodos de
coloracdo de safranina e Kinyoun, tendo o resultado apresentado 15 amostras como falsos
negativas, ao qual a sensibilidade do ELISA foi de 93,25% para a presenca de C. parvum, sendo
que, nesse estudo, a técnica de Kinyoun foi considerada melhor.

Os oocistos de Cryptosporidium spp., como de outros protozoarios parasitos em
ambientes aquaticos, apresentam-se em pequeno numero (devido a diluicdo), necessitando de
técnicas de concentragdo efetivas para sua identificacdo. Dos varios métodos existentes o que
tem sido mais aplicado ¢ o “método 1622”: Cryptosporidium in water by filtration/IMS/FA,
usando filtragem com poros de 1 um, centrifugacéo, purificacdo do concentrado por meio da
separagdo imunomagnética (IMS) dos oocistos e reacdo de imunofuorescéncia com anticorpos
anti-Cryptosporidium conjugados com fluoresceina permitindo a identificacdo por microscopia
de fluorescéncia (SMITH et al., 2007).

Outro metodo de diagnostico de Cryptosporidium spp. referido na literatura é a
utilizacdo de biopsia intestinal ou biliar, porém se constitui em processo bastante invasivo e
cuja sensibilidade depende da localizacdo do tecido examinado (XIAO; CAMA, 2006). Em
tecidos de material de autopsia ou biopsia, as técnicas de coloracdo tambem podem ser
utilizadas para deteccéo dos oocistos, sendo a mais utilizada a coloracdo de cortes histologicos
por hematoxilina-eosina (HE), ao qual nos cortes histologicos, os estagios evolutivos séo
identificados dentro de vacuolos parasitoforos, visualizados como corpos esféricos, medindo
de 2 a 7,5 um estando localizados nas superficies das células epiteliais (CHALMERS;
DAVIES, 2010).

A identificacdo da espécie ndo € possivel somente pela realizacdo da andlise
morfoldgica, uma vez que os oocistos sao muito semelhantes entre as diferentes espécies, com
uma pequena variacdo morfoldgica ou sdo até mesmo idénticos (FAYER et al., 2000). Assim
como também os métodos imunoldgicos, que apesar de oferecerem algumas vantagens para o
diagndstico da criptosporidiose em relacdo a microscopia como testes rapidos, simples,
sensiveis e especificos, ndo possibilitam a identificacdo de espécies ou gendtipos de
Cryptosporidium spp. responsaveis pela infeccdo (JEX et al., 2008).

Destacam-se, portanto, as técnicas moleculares como os unicos meios de diferenciacao
confidveis entre as espécies de Cryptosporidium spp., incluindo a PCR, Nested-PCR, PCR em
tempo real, técnica de polimorfismo do comprimento dos fragmentos por enzimas de restri¢do
(RFLP) e sequenciamento automatico de &cidos nucléicos, porém, o custo elevado em

comparacdo aos outros métodos de identificagdo morfologica, faz com que essas técnicas ndo
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sejam rotineiramente utilizadas em laboratérios de diagnostico, apesar de serem caracterizadas

por alta sensibilidade e especificidade (JEX et al., 2008).

2.3.3 Epidemiologia

Muitos fatores podem contribuir para a falta de conhecimento sobre a epidemiologia do
parasita. Entre eles, destaca-se a auséncia da pratica de notificacdo da doenca, que ndo é
obrigatdria, por parte dos médicos e dos laboratérios, além também das técnicas diagndsticas
utilizadas pela maioria dos laborat6rios que ndo permitem a identificacdo do parasita em um
exame de fezes rotineiro (VALENTIM; CARDOSO, 2011).

Vaérios sdo os fatores que influenciam a epidemiologia desta protozoose: tamanho
reduzido e variado dos oocistos, permitindo sua passagem por filtros usualmente empregados
nos processos de tratamento de agua; baixas doses infectantes (a dose infectante de C. parvum
varia de nove a 1.042 oocistos); oocistos produzidos no interior dos hospedeiros, quando
eliminados com as fezes, ja encontram-se esporulados, ou seja, ja sdo infectantes; tanto seres
humanos como animais participam como reservatorios do agente no seu ciclo biologico
(SMITH et al., 2006).

No Brasil, durante muito tempo, os estudos sobre Cryptosporidium spp. e da ocorréncia
da criptosporidiose relacionavam-se a levantamentos epidemiolégicos em algumas regifes do
pais. Ja existem investigacOes realizadas em praticamente todas as regides, e muitas delas
incluem caracterizacdo genotipica (PEREIRA et al., 2009).

A caracterizacdo de espécies e variantes dentro da espécie, atraves de técnica de PCR
empregando marcadores especificos, vem sendo a metodologia mais eficiente para estudos
epidemiologicos atuais. Por meio dessa tecnologia, identificou-se que existe uma substancial
variacdo de subtipos dentro das espécies de Cryptosporidium. Na espécie C. homini, seis
subtipos foram identificados (la, Ib, Id, le, If, 1g), com varios relatos apresentados em 21 paises.
Na espécie de C. parvum foi identificada uma diversidade ainda maior de subtipos, dez até
agora descritos e assim denominados (lla, 11b, lic, I1d, lle, lIf, 11h, lii, 11j, 11k) (JEX; GASSER,
2010).

Ryan et al. (2003), realizaram uma pesquisa no Zooldgico de Praga com amostras fecais
de mamiferos silvestres e onze espécies desses animais foram positivas para Cryptosporidium,
e com a aplicacdo de técnicas moleculares, ao qual eles verificaram que estes mamiferos

albergavam quatro diferentes espécies do agente, estando a maioria infectada por C. parvum.
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Na fauna natural de pequenos mamiferos silvestres da Mata Atlantica de trés &reas
serranas do Sudeste brasileiro, foi investigada a ocorréncia de espécies de Cryptosporidium, em
240 animais capturados e incluidos no estudo, amostras fecais de 39 apresentaram estruturas
alcool-acido resistentes, observadas a partir da coloracdo pelo método de ZNm, seguida pela
reacao de imunofluorescéncia direta. Foi confirmada a presenca de oocistos de C. muris (5,1%)
e de C. parvum (5,1%), apresentando infeccdo concomitante em dois animais (DALL’OLIO;
FRANCO, 2004).

Em um estudo realizado no Brasil, por Meireles et al. (2007), com 145 amostras fecais
de capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) de vida livre, coletadas no Estado de S&o Paulo,
diagnosticou-se 5,52% de positividade para Cryptosporidium spp., sendo a espécie C. parvum
isolada em todos 0s casos.

De acordo com Fayer e Xiao (2008), nos mamiferos silvestres, a carga parasitaria por
Cryptosporidium spp. tende a ser menor quando comparada aos valores encontrados em
mamiferos domésticos.

Alguns primatas brasileiros ja foram descritos como hospedeiros desse agente, como o
sagui-do-tufo-branco (Callithrix jacchus), macaco-aranha (Ateles belzebuth) e mico-de-cheiro
(Saimiri sciureus) (KINDLOVITS; KINDLOVITS, 2009).

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia e determinar 0s gendtipos responsaveis pela
infeccdo de mamiferos neotropicais por Cryptosporidium spp. e Giardia spp., Santos (2011)
analisou 452 amostras fecais procedentes de 52 diferentes espécies, in situ e ex situ, de sete
localidades distintas do Estado de S&o Paulo, Brasil. As amostras foram avaliadas por métodos
de diagnostico microscopico, seguidos por técnicas moleculares de amplificacdo (Nested-PCR),
sequenciamento e caracterizacdo genotipica. Os resultados revelaram prevaléncia de 6,2% para
Giardia spp. e de 4,8% para Cryptosporidium spp., sendo que dezessete diferentes espécies de
mamiferos silvestres foram positivas, 11 para Giardia spp., nove para Cryptosporidium spp. e
trés para ambos 0s bioagentes.

Outro estudo realizado com o objetivo de determinar a ocorréncia e a classificacao
molecular de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de animais exoticos criados como
animais de estimacao no Brasil, foi realizado por Souza (2013), analisando um total de 386
amostras de seis espécies de animais exoticos. A pesquisadora encontrou positividade para
Cryptosporidium spp. em 11,40% (44/386) das amostras, ao qual o sequenciamento de
fragmentos amplificados permitiu a identificacdo de C. tyzzeri (Cryptosporidum gendtipo | de

camundongos) em camundongos (Mus musculus), C. muris em camundongos e hamsters
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(Mesocricetus auratus e Cricetulus griseus) e chinchila (Chinchilla lanigera), C. parvum em
chinchila e Cryptosporidium sp. em porquinho-da-india (Cavia porcellus).

Um trabalho também foi realizado para verificar a presenca de Cryptosporidium spp.
em fezes de aves, mamiferos e nas &guas dos recintos e lagos do Zooldgico Municipal de
Curitiba, Brasil, coletando-se 128 amostras fecais de mamiferos. O material foi analisado por
meio da técnica de ZNm e nenhuma amostra de fezes dos mamiferos encontrava-se positiva
para o agente (BOSA, 2014).

2.4 Giardia

O género Giardia spp. € um protozoario monoxénico que coloniza o intestino delgado
de varios hospedeiros incluindo mamiferos, aves, répteis e anfibios. Apresenta distribuicéo
mundial principalmente em paises em desenvolvimento e é mais frequente entre hospedeiros
imunocomprometidos (ACHA; SZYFRES, 2003).

A nomenclatura utilizada para Giardia spp. ainda € confusa, pois cada pesquisador
emprega uma denominacdo. O numero de espécies de Giardia spp. também & uma grande
controvérsia e 0s nomes usados estdo constantemente sofrendo mudancas (THOMPSON et al.,
2000; BOWMAN et al., 2010).

Existem giardias de gendtipos especificos para determinado hospedeiro e giardias de
gendtipo comum a humanos e varios outros animais que sdo denominados gendtipos
zoonoticos, sendo um assunto muito controverso (MONIS et al., 2003; MONIS; THOMPSON,
2003).

Mais de 50 espécies de Giardia ja foram descritas e sdo reconhecidas apenas cinco
espécies: Giardia duodenalis, Giardia agilis, Giardia muris, Giardia ardeae e Giardia psittaci
(THOMPSON, 2004). A G. lamblia também é conhecida como G. duodenalis ou G. intestinalis
(THOMPSON et al., 2000).

Segundo Smith et al. (2007), em estudos com base na morfologia dos trofozoitos,
descreveram que existem seis espécies de Giardia, a saber: G. muris em roedores, G. agilis em
anfibios, G. psittaci e G. ardea em aves, G. microti em coiote e G. duodenalis (com sete
assemblages ou grupos genéticos) em mamiferos.

Através da utilizacdo da biologia molecular, pesquisadores canadenses identificaram 11
gendtipos diferentes de Giardia, incluindo oito genétipos que foram encontrados no homem
(HEALTH CANADA, 2011).
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Um levantamento realizado nas palestras e nos trabalhos apresentados no evento
denominado 1l Conferéncia Internacional sobre Giardia e Cryptosporidium, foi possivel
observar que 21 trabalhos adotaram a espécie G. lamblia, 21 a espécie G. duodenalis, 16 a
espécie G. intestinalis, dois apenas a Giardia Assemblages sem empregar o nome especifico e
apenas um grupo ja denomina de G. enterica a Assemblage A de origem humana. Na mesma
conferéncia foi evidenciada a necessidade de uniformizar a nomenclatura e de denominar
corretamente a espécie com base no Cédigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN)
(CARVALHO, 2009).

A maioria das espécies de Giardia encontra-se adaptadas a determinado tipo de
hospedeiro, com excecdo da Giardia duodenalis que infecta diversas espécies de mamiferos,
onde a aplicag&o de técnicas moleculares em estudos envolvendo esta espécie tem demonstrado
diversidade genética intraespecifica (THOMPSON et al.,, 2000; THOMPSON, 2004,
APPELBEE et al., 2005). Existem relatos de espécie encontrada unicamente em lagartos,
descrita como Giardia varani, assim como também acredita-se que peixes possuem espécies
exclusivas para os mesmos (FENG; XIAO, 2011).

Com o advento da biologia molecular dos parasitos do género Giardia spp. tem
mostrado ampla diversidade genética, sendo possivel identificar que G. intestinalis apresenta
um elevado nivel de diversidade genética com sete gendtipos distintos: A, B, C, D, E, Fe G, a0
qual somente 0s gendtipos A e B foram detectados no homem e em uma ampla variedade de
outros hospedeiros mamiferos, enquanto os genotipos C-G sdo hospedeiros especificos. Os
gendtipos C e D incluem isolados de cées, enquanto que o gendtipo E esta relacionado a animais
de producdo como, suinos, ovinos e bovinos. Os gendtipos F e G sdo exclusivos de gatos e ratos
domésticos, respectivamente (EY et al., 1997; HOPKINS et al., 1997; PAULINA, 2005;
SOUZA et al., 2007).

Estudos também identificaram a ocorréncia de diversidade genética dentro de cada
grupo maior. O grupo A consiste de dois agrupamentos distintos: Al e All. O primeiro congrega
uma mistura de parasitos isolados de humanos e de animais e tem sido alvo de estudo na analise
do potencial de transmissdo zoondética da Giardia spp. J& o grupo B apresenta diversidade
genética de parasitos isolados, predominantemente de humanos (ABE et al., 2005; PAULINA,
2005).

Existem excecdes para as especificidades, pois os gendtipos C e D foram encontrados
em felinos (READ et al., 2004; PALMER et al., 2008) e humanos (TRAUB et al., 2009), D foi
descrito em suinos (LANGKJAER et al., 2007; SPRONG et al., 2009) e humanos (FORONDA
et al., 2008), o gendtipo E foi encontrado em gatos e humanos (READ et al., 2004; SPRONG
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etal., 2009; LEBBAD et al., 2010) e F foi relatado em suino (ARMSON et al., 2009) e humanos
(GELANEW et al., 2007). Alguns estudiosos também sugerem a existéncia do genotipo H,
provenientes de mamiferos marinhos (FENG; XIAO, 2011).

2.4.1 Historico

O género Giardia criado por Kunstler em 1882, engloba um grupo de flagelados que
parasita o intestino delgado de mamiferos, aves, répteis e anfibios, porém a primeira descricdo
existente de trofozoitos é atribuida a Anton van Leeuwenhoek, no ano de 1681, ao notar
“animalinculos méveis” em suas fezes, no entanto, s6 no ano de 1859, Lambl descreveu mais
detalhes do agente (NEVES, 2005).

As primeiras evidéncias da patogenicidade da Giardia spp. s6 foram sugeridas em 1916,
por Fantham e Porter, ao correlacionarem a presenga do parasita com o0s sintomas e as fezes
diarreicas de soldados que retornavam da guerra (SOGAYAR, 2001).

No inicio, a Giardia spp. era considera um micro-organismo comensal do intestino
delgado e apenas apds a segunda metade do século passado, é que sua importancia clinica foi
destacada, sendo entdo o género Giardia, reconhecido como um importante patdégeno
cosmopolita (OLSON et al., 2002).

2.4.2 Morfologia

A Giardia spp. apresenta duas formas morfologicamente distintas: trofozoito e cisto. O
cisto mede de 11 a 14um de comprimento e 7 a 10um de largura, sendo a forma infectante e
resistente no meio ambiente (GARCIA; BRUCKNER, 1993; IVANOV, 2010). Sdo imdveis,
arredondados e possuem dois ou quatro nucleos, quatro corpos parabasais, quatro axonemas e
com parede celular grossa (SOARES et al., 2008).

O trofozoito de formato piriforme é a forma movel do parasito e mede de 12 a 15um de
comprimento e 6 a 8um de largura com uma superficie dorsal convexa (ADAM, 2001). A forma
de trofozoito apresenta simetria bilateral, onde em seu corpo pode ser observado um
achatamento dorsoventral, e na sua superficie ventral ha uma area ovdide que constitui um disco
adesivo gque ocupa dois tercos desta face (LEVINE, 1985; REY, 1991). A face dorsal é lisa e
convexa, ja a face ventral é concava (SOGAYAR; GUIMARAES, 2000).

O disco ventral ou adesivo é uma estrutura presente apenas nos organismos do género

Giardia spp., ele é cdncavo e ocupa a maior parte da regido anterior da superficie ventral do



35

parasito, servindo para a sua fixagdo na mucosa intestinal do hospedeiro infectado. No disco é
possivel verificar a presenca de proteinas contrateis como actinina, o-actinina, miosina e
tropomiosina relacionadas com a sua contragdo e adesdo ao intestino do hospedeiro (ADAM,
2001).

No interior da célula do trofozoito ha a presenga de dois nicleos com grandes
endossomas que conferem ao microrganismo um aspecto de “raquete de ténis com olhos”
(BOWMAN et al., 2010). Apresenta forma de péra e é mdvel, possuindo quatro pares de
flagelos: pares anterior, posterior, ventral e caudal; dois corpos parabasais e ainda dois
axonemas cada um (SOARES et al., 2008). Cada flagelo € composto por nove pares de
microtubulos circundando dois microtubulos, ao qual esses flagelos parecem ser importantes
para a motilidade, mas ndo para a adeséo do parasito ao intestino do hospedeiro (PAULINA,
2005).

O citoplasma do trofozoito apresenta estruturas quase sempre duplas e simétricas, e
compreendem um par de nucleos e dois feixes de fibras longitudinais que sdo denominados
axonemas. Pode-se observar também a presenca de organelas, como reticulo endoplasmatico,
ribossomas, aparelho de Golgi e granulos de glicogénio. Abaixo da membrana citoplasmatica
do trofozoito existem numerosos vacuolos, que podem ter participacdo no papel da pinocitose
de particulas alimentares (REY, 1991; SOGAYAR; GUIMARAES, 2000).

2.4.3 Ciclo biologico

A via de infeccdo € a ingestao de cistos e 0 seu desencistamento comecga no meio acido
do estdmago, completado no duodeno e jejuno, com a liberacdo dos trofozoitos que colonizam
o intestino delgado. Este se reproduz por divisdo binaria longitudinal e apos a divisao nuclear
e duplicacdo das organelas ocorre a plasmotomia, resultando assim em dois trofozoitos. O ciclo
se completa pelo encistamento do trofozoito e sua eliminacdo pelas fezes para o meio exterior
(Figura 2) (SOGAYAR; GUIMARAES, 2000).
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Figura 2: llustracio adaptada do ciclo de vida da Giardia spp.
Fonte: Ankarklev et al. (2010).

A Giardia spp. ndo necessita de hospedeiros intermediarios ou vetores para completar
seu ciclo, que tem duracdo média de sete a 14 dias (FARTHING, 1994). Os animais eliminam
os cistos da Giardia spp. nas fezes ap6s um periodo de pré-paténcia de uma até duas semanas,
sendo que neste intervalo de tempo, os hospedeiros podem apresentar ou ndo sinais clinicos da
enfermidade como a diarreia (VIGNARD-ROSEZ et al., 2006).

Ja para Brincker et al. (2009), o periodo de incubacdo da giardiase € de uma a trés
semanas, geralmente nove a 15 dias ap0s o hospedeiro ingerir os cistos do parasito, e
destacaram que a duracdo do periodo de incubacéo esta relacionada com o tamanho do in6culo.
Para os mesmos pesquisadores, a fase aguda da giardiase tem duracéo de trés ou quatro dias.
Uma vez ingeridos, os cistos de Giardia spp. podem ser eliminados nas fezes cinco a 16 dias
apos a infeccdo e a eliminacdo pode durar em média 35 dias e ainda podem permanecer
subsistentes na dgua de rios ou lagos por até 84 dias.

Segundo Ballweber et al. (2010), o cisto pode permanecer viavel no meio ambiente por
até 60 dias, sendo destruido por temperaturas superiores a 64°C.

Nas amostras fecais diarreicas, devido ao rapido fluxo intestinal, € comum encontrar a
presenca de trofozoitos, mas estes raramente conseguem sobreviver as condigdes ambientais
(GENNARI; SOUZA, 2002). Segundo Bowman et al. (2010), os cistos maduros com potencial

para formar dois trofozoitos sdo as formas encontradas normalmente nas fezes do hospedeiro
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infectado, ja os trofozoitos sdo observados em fezes diarreicas, porém esta forma ndo é capaz
de causar infeccdo em algum hospedeiro.

2.4.4 Transmissdo da Giardia spp.

A transmissao ocorre a partir da ingestdo de agua nao tratada e alimentos contaminados
por cistos maduros, de pessoa a pessoa por meio de maos contaminadas, por exemplo, de
animais para pessoas ou vice-versa por contato (NEVES, 2005).

Segundo Thompson (2004), existem quatro ciclos de transmissdo responsaveis pela
manutencdo do parasita nos mamiferos hospedeiros, envolvendo como hospedeiros principais
0S cdes e gatos, os humanos, o gado e os animais silvestres, havendo a possibilidade de
transmissé@o entre hospedeiros de um mesmo ciclo e de um ciclo para outro diretamente ou por
via hidrica, ndo se sabendo a frequéncia das transmissoes.

A coprofagia, que € o habito de ingestao das fezes, praticada por alguns animais, é uma
via significativa de autoinfeccdo e amplifica a disseminacdo da enfermidade (FARTHING,
1994). Mesmo os animais infectados eliminando em suas fezes cistos dos protozoarios, o
homem geralmente se infecta por transmissdo direta, de pessoa para pessoa (BOWMAN et al.,
2010).

Os cistos de Giardia spp. podem sobreviver na dgua por varios meses, fazendo com que
muitas vezes seja dificil de determinar a fonte de contaminacao. Contudo, as fezes dos animais
como dos cdes, bovinos, ovinos, cavalos e suinos, representam um grande potencial para
contaminacdo das aguas e dos alimentos (NISHI et al., 2004). Existem artigos na literatura que
chamam a atencdo para os mamiferos domésticos e silvestres como fonte de infec¢do para os
humanos e de contaminacdo da agua (FENG et al., 2007).

E possivel observar uma maior sensibilidade de animais jovens, pois 0s mesmos
apresentam sistema imune nao totalmente desenvolvido, e o comportamento dos filhotes
também facilita a contaminacdo pelo agente, ja que eles tém contato mais frequente com

materiais que podem estar contaminados com os cistos (MUNDIM et al., 2003).

2.4.5 Patogénese

Embora um estudo clinico realizado por Rendtorff tenha sugerido o papel patogénico da

Giardia spp. no homem, devido a maioria das infecc¢Ges ter se mostrado assintomatica, fez com
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que a ideia de que a Giardia spp. ndo fosse patogénica prevalecesse por muito tempo
(SOGAYAR, 2001).

O numero de cistos ingeridos pelo hospedeiro, desempenha um papel de destaque na
patogénese da doenca. Em animais a ingestdo de somente 10 cistos € capaz de causar a infeccéo
(LINDSAY; ZAJAC, 2009).

Os mecanismos patogénicos na giardiase sdo multifatoriais, podendo ser determinados
por fatores relacionados ao parasito, como mecanicos, proteoliticos e imunol6gicos e ao
hospedeiro, como dieta, microbiota intestinal e estados nutricional e imunologico (UNICEF,
2004). A combinacdo entre resposta do hospedeiro e fatores do parasito pode estar envolvida
no desenvolvimento patogénico, porém, o dano causado pela aderéncia do trofozoito a célula
intestinal é estudado como fator desencadeante da patogenia (SOUZA et al., 2000).

O conhecimento do potencial patogénico da Giardia spp. nos animais domésticos e
silvestres ainda é pequeno, ao qual varias pesquisas biomoleculares evidenciam a transmissao
zoondtica (CARVALHO, 2009).

As diversas cepas de Giardia spp. possuem grau variado de patogenicidade (MUNDIM
et al., 2003). Os mecanismos pelos quais a Giardia spp. causa diarreia e ma absorc¢éo intestinal
ndo sdo bem conhecidos, podendo ocorrer mudancas na arquitetura da mucosa devido o
processo inflamatorio gerado (NEVES, 2005). Pode-se notar exsudato inflamatorio catarral
presente no intestino delgado, causando uma enterite catarral, presenca de petéquias e de focos
necroticos na mucosa e eventualmente na serosa do intestino (OLSON et al., 2002).

As lesbes resultantes do processo inflamatério, induzidas pelo parasita, geram
hiperplasia das criptas, apoptose celular, intensa infiltracdo de células plasmaticas, linfocitos e
leucacitos polimorfonucleares (OLSON; BURET, 2001; IVANOV, 2010).

As espécies de Giardia se localizam principalmente na porcao anterior do intestino
delgado, no lume, sem causar invasao da mucosa intestinal, sendo que a aderéncia a superficie
da mucosa acontece devido a uma interacao entre o trofozoito presente e proteases produzidas
pelas proprias células intestinais. Os trofozoitos produzem, a partir da acdo da tripsina, uma
lecitina que gera a aderéncia as superficies dos enterdcitos, por meio do qual a tripsina é ativa
na porcdo anterior do intestino delgado, fazendo com que o parasitismo seja mais intenso nesse
local (GENNARI; SOUZA, 2002).

A liberacdo de toxinas, a ndo conjugacdo de sais biliares, a atrofia das vilosidades, a
lesdo das microvilosidades intestinais, o crescimento abundante de bactérias, a secrecdo e a

liberacdo das prostaglandinas também tém sido observados (SOGAY AR, 2001).
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A sindrome da méa absor¢do gerada pela presenca do parasito € explicada quando os
trofozoitos colonizam o duodeno levando a uma reducéo difusa da altura das microvilosidades
intestinais, resultando em uma perda generalizada da superficie de absorcdo em até 50%,
observando-se também um aumento na motilidade intestinal (GENNARI; SOUZA,2002).

Giardia spp. contém varias proteases e algumas delas sdo capazes de agir sobre as
glicoproteinas da superficie das células epiteliais e promover o rompimento da integridade da
membrana, sendo que a normalidade da mucosa se restabelece com a eliminagcdo do agente
(SOGAYAR, 2001).

2.5 Giardiase

2.5.1 Sinais clinicos

A Giardia spp. acomete 0s animais e 0 homem e causa diarreia que € o sintoma mais
comum com comprometimento da digestdo e absor¢do dos alimentos, culminado com
desidratacdo, perda de peso e morte principalmente em animais jovens, animais com doencas
concomitantes ou debilitados (MUNDIM et al., 2003).

Sogayar e Guimardes (2000) destacaram que o numero de cistos do parasito ingeridos e
0 pH do suco gastrico também influenciam nos sinais clinicos observados.

Para Parra e Grecco (2008), os sinais clinicos podem variar em um amplo espectro
associados ou isolados, destacando que ndo existem sinais caracteristicos da giardiase, pois
diversas enfermidades intestinais se assemelham a ela, como as gastroenterites virais,
bacterianas ou causadas por outros parasitos, assemelhando-se também as alergias alimentares,
a enfermidade da méa absorcdo, as gastroenterites promovidas por farmacos e as enfermidades
alérgicas.

Na grande maioria dos casos, 0s animais adultos sdo portadores assintomaticos,
contribuindo desta forma para a eliminacéo de cistos do parasita no meio ambiente, 0 que pode
contaminar outros animais e 0 homem (BARR; BOWMAN, 2010).

A diarreia é a manifestacdo clinica mais comum nos animais e vem acompanhada de
dor abdominal, pode ser de forma aguda, crdnica ou em surtos intercalados com defecacéo
normal. As fezes sdo geralmente pastosas ou liquefeitas com mau odor, de coloracdo clara e
acinzentada, muitas vezes contendo muco (SOUZA et al., 2000).

A maioria dos cées e gatos sdo capazes de ingerir cistos infecciosos de Giardia spp. sem

ter a doenga, ja outros animais desenvolvem graus variados da doenga e de sinais clinicos. A
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intensidade dos sinais clinicos varia de acordo com a idade, o estado geral, o nivel de estresse
imunolégico e o nutricional. Os sinais podem ocorrer em cdes com menos de um ano de idade.
Nos jovens pode vir a causar graves quadros clinicos e até levar a 6bito principalmente em
filhotes (LINDSAY; ZAJAC, 2009).

Os sinais clinicos podem ocorrer também em cdes mais velhos que sofrem de outras
doencas ou naqueles submetidos a medicacdo imunodebilitante, como quimioterapia ou
corticosteroides, e geralmente no hemograma é possivel observar um aumento no nimero de
eosinofilos e anemia branda (ROBERTSON et al., 2010). Em gatos o principal sinal clinico
também € a diarreia, gerando fezes com aspectos mucoide, palida, pastosa e quase sempre fétida
(KIRKPATRICK, 2007).

Infeccdes fatais por Giardia spp. foram descritas em chinchilas e mais recentemente em
passaros. Doenca alérgica e urticaria tém sido associadas com giardiase em humanos e animais
domésticos, levando a possibilidade de que esta doenca pode ser responsavel por casos clinicos
de atopia em outros animais como cdes, gatos e periquitos (OLSON, 2000).

No homem, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (1997), o maior impacto clinico
da infeccdo por Giardia spp. tem sido observado em individuos malnutridos,
imunocomprometidos e em criangas, sendo que nessas ultimas, as complicacées resultantes da
giardiase, como a diarreia persistente e a ma absorcdo intestinal, podem comprometer o
desenvolvimento fisico e mental. Portanto, entre as parasitoses intestinais que afetam o homem,
a Giardia intestinalis, apresenta grande importancia na infancia, que causa quadro diarreico que

muitas vezes passa despercebido pelos pais (SOUZA et al., 2007).

2.5.2 Diagnostico

Os cistos de Giardia spp. podem ser detectados nas fezes por inimeros metodos, 0s
mais tradicionais de identificacdo envolvem o exame direto de esfregaco fecal, ou concentracéo
fecal por acetato-formalina e sulfato de zinco, seguido de exame microscopico (TAYLOR et
al., 2007).

Em fezes formadas ou pastosas pesquisa-se a presenca de cistos utilizando o método a
fresco ou de concentracdo de Ritchie ou Faust e colaboradores (CIMERMAN; CIMERMAN,
1999).

Com relacéo ao diagndstico imunologico para Giardia spp., 0s métodos mais utilizados
sdo a imunofluorescéncia direta e o teste de ELISA, que para pesquisa de anticorpos da classe

IgM apresenta alta sensibilidade e especificidade (96%), conseguindo detectar os antigenos de
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Giardia spp. nas fezes mesmo que o animal ndo esteja mais eliminando cistos no momento do
exame, permitindo diferenciar casos de infeccdo recente e de grupos controle (SOGAYAR,;
GUIMARAES, 2000).

A deteccdo de antigenos nas fezes empregando a técnica de ELISA tem demonstrado
resultados satisfatorios e as técnicas baseadas no reconhecimento do DNA de Giardia, como o
PCR, estdo sendo padronizadas para a identificacdo deste parasita nas fezes (NEVES, 2005). A
realizacdo de analises moleculares tem demonstrado o mesmo genétipo de Giardia spp. em
humanos e em outras espécies de mamiferos (THOMPSON et al., 2000).

Durante muito tempo o diagnéstico de Giardia spp. em fezes ou em agua foi feito apenas
com uso de técnicas convencionais, basicamente a microscopia, porém esta técnica é de
eficiéncia limitada, permitindo a identificacdo da espécie apenas pelo aspecto morfoldgico e
ndo detecta infeccdo subclinica e pode ser negativa devido a intermiténcia da eliminacdo de
cistos pelo hospedeiro. Outras metodologias foram entéo introduzidas para o diagnéstico, como
a imunofluorescéncia, mas o problema continuou a existir. O diagndstico s6 melhorou com o
surgimento das técnicas moleculares que permitem a identificacdo especifica dos parasitos.
Essas tecnicas tém se mostrado mais sensiveis, especificas e fidedignas do que as tradicionais,
como é o caso da PCR e da RFLP (PAULINA, 2005).

Com relacdo a biologia molecular para o estudo de Giardia spp., 0 gene TPI (triose
phosphate isomerase) é considerado o mais variavel, ideal para identificacdo de cepas. O gene
GDH (glutamase dehidrogenase), que apresenta moderada variabilidade, é o mais versatil. J4 0
gene B-giardin, com locus Unico e conservado, tem grande potencial para definir os grupos
dentro dos Assemblages, enquanto que o gene SSU rDNA é (til para tipagem de Assemblage
e subassemblage (TRAUB et al., 2005).

A utilizacdo das técnicas moleculares para caracterizar os parasitos isolados de
mamiferos silvestres, fornece evidéncias de que estes animais podem significar risco a saude
publica em certas areas. Estudos demonstram que com a determinacao dos genoétipos de Giardia
spp. verificadas em animais silvestres, sera possivel avaliar a importancia de uma determinada
espécie silvestre na salde publica e a possibilidade de identificar a fonte de contaminacéo por
Giardia spp. e infeccdo em humanos, animais domésticos e outras espécies silvestres
(APPELBEE et al., 2005).
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2.5.3 Epidemiologia

A giardiase tem importancia epidemioldgica por apresentar um alto potencial zoonético
(THOMPSON et al., 2000). As maiores prevaléncias da Giardia spp. sdo encontradas em
animais jovens, principalmente na faixa etaria de até um ano, encontrando-se de 26 a 50% de
animais parasitados. Em canis, o parasita pode ser encontrado em até 100% dos cées. Ja em
gatos a prevaléncia € menor, podendo variar de 1,4 a 11% (ROSEZ et al., 2002).

Tanto 0 homem como 0s animais, tém contribuido para 0 aumento da infec¢do em areas
mais populosas, nas quais a constante presenca de cédes nas areas urbanas expde a populacdo as
contaminacgdes ambientais e as doencas a partir do contato direto ou indireto com animais
infectados, incluindo a giardiase e outras parasitoses (KATAGIRI; OLIVEIRA-SIQUEIRA,
2007).

Resultados de pesquisas mostraram que a prevaléncia da giardiase é alta em diferentes
regides do Brasil e que sua ocorréncia sempre foi subestimada devido a falta de diagnostico e
pelo fato de individuos infectados apresentarem eliminacdo de cistos de forma intermitente
(PARRA; GRECCO, 2008).

A incidéncia e a prevaléncia de giardiase em humanos e animais tém sido relatada em
todo o mundo, variando consideravelmente entre as populacfes e localizagcdes geograficas
estudadas (LINDSAY; ZAJAC, 2009).

Um trabalho desenvolvido no Canada, demonstrou pela primeira vez a predominancia
de G. duodenalis Assemblage B (zoondtica) no gado, sendo também este o primeiro relato de
Giardia e Cryptosporidium em carne crua comprada no varejo (COKLIN et al., 2007).

Uma pesquisa de Carvalho et al. (2009), na cidade de Curitiba, Parana, verificou a
presenca de Giardia spp. em 17,1% das amostras de fezes de cdes que frequentam
rotineiramente parques e logradouros publicos da capital, em meses ao qual a temperatura
encontrava-se mais elevada.

Em espécies silvestres, a Giardia spp. apresenta valores relatados que variam entre
menos de 1% até 100%, sendo mais comum em animais de cativeiro, pois tal ambiente favorece
a disseminacao do agente (SAMUEL et al., 2001).

Do ponto de vista epidemioldgico, a infeccdo por Giardia, € mais preocupante em
animais, pois estes apresentam poucos sintomas e sinais clinicos de infeccdo e respondem mal
aos tratamentos, servindo como fontes de infeccdo e podendo eliminar cistos pelas fezes por
meses ou anos (LALLO et al., 2003).
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A grande maioria dos dados obtidos sobre Giardia spp. em mamiferos silvestres,
originaram-se de estudos feitos para avaliar o potencial destes animais como reservatérios do
agente para humanos e para o gado. Os primeiros animais a serem avaliados foram os que se
estabeleciam dentro dos reservatorios de dgua como o castor, sendo este 0 mamifero mais
frequentemente responsabilizado pela contaminacdo da agua com cistos de Giardia spp.
(APPELBEE et al., 2005).

Os grupos A e B de G. duodenalis foram detectados em vérias espécies silvestres que
abrangem quase todas as ordens de mamiferos incluindo Artiodactyla, Rodentia, Primates,
Carnivora e Hyracoidea, e novos genotipos de Giardia spp. estdo sendo encontrados em animais
selvagens como é o caso dos marsupiais. Ja foram descobertos mais dois novos genotipos de
Giardia em marsupial australiano (bandicoot) e no diabo da Tasmania. O genétipo de Giardia
de bandicoot foi depois encontrado também em ovelhas e em camundongo na Austrélia, sendo
que nesse camundongo também foi encontrado o genotipo zoondtico A e os gendtipos C e D
encontrados originalmente em cées (PAULINA, 2005).

Na Bélgica foi realizado um estudo para diagnosticar a ocorréncia de Cryptosporidium
spp. e Giardia spp. na infeccdo de primatas ndo humanos e revelou uma alta prevaléncia de G.
enterica e nenhuma ocorréncia de Cryptosporidium (LEVECKE et al., 2007).

Em um estudo realizado em um zooldgico na Croécia, 131 amostras fecais foram
coletadas de animais assintomaticos, sendo esses, mamiferos silvestres de 57 espécies, onde
encontraram 29% de positividade para Giardia spp. em diagnéstico realizado a partir de
microscopia de fluorescéncia, seguida de PCR e sequenciamento molecular (BECK et al.,
2011).

No Norte da Argentina, foram coletadas 90 amostras de fezes de bugio-preto (Alouatta
caraya), onde observaram 67% de ocorréncia em animais de area rural, 57% em animais de
areas remotas da floresta nativa e 40% em animais areas proximas a vilarejos, sugerindo que
tal espécie de mamifero pode ser um importante reservatério da Giardia spp. (KOWALEWSKI
etal., 2011).

No sul do Brasil, um estudo realizado ao longo de 16 anos, amostras fecais de animais
silvestres de cativeiros eram examinadas por teste coproparasitologico de centrifugo-
sedimentacdo. Foram coletadas 4838 amostras, sendo que dessas, 91,46% correspondiam a
amostras provenientes de mamiferos silvestres de 18 espécies diferentes, ao qual observaram
uma ocorréncia de 1,7% para Giardia spp. (SANTOS et al., 2008).

Em um estudo realizado por Lallo et al. (2009), pesquisaram a ocorréncia de Giardia,

Cryptosporidium e microsporidios por meio da analise de 98 amostras fecais de animais
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silvestres capturados em uma &rea de desmatamento para a constru¢do das barragens de
Paraitinga e Biritiba no Estado de Sdo Paulo. As amostras foram obtidas de 46 roedores, 21
marsupiais, 16 sapos, nove morcegos, trés primatas e trés lagartos. A técnica de centrifugo-
flutuacdo com sulfato de zinco foi utilizada para a pesquisa de Giardia spp. diagnosticando
cistos de Giardia em amostras fecais de dois pequenos roedores da espécie Coendou villosus
(ourico-cacheiro).
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Zoonotic enteroparasitosis represent an important public health problem, and species
of protozoa such as Cryptosporidium spp. and Giardia spp. can reach high frequencies
in regions where basic sanitation conditions are poor, which promotes outbreaks of
diarrhea in humans and domestic and wild animals. Wild mammals such as the South
American coati (Nasua nasua) feed on insects present in the soil, fruits, and small
vertebrates, and are susceptible to contamination by enteroparasites present in the
environmental niche. The aim of the present study was to investigate the occurrence of
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in N. nasua from a region in the Brazilian
Amazon. Fecal samples of 27 coatis two from free-living and 25 from captivity were
collected in three different municipalities in the state of Par4, Brazil. The search for
Giardia spp. and Cryptosporidium spp. in the collected samples were performed using
the direct and Kinyoun methods, respectively, and a commercial immunological test
(RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia Combi. @R-Biopharm) was used to detect
antigens from both parasites. Cryptosporidium spp. oocysts were found in 11.1%
(3/27) of the samples; one from a free-living animal and two from captive animals.
Giardia spp. cysts were found in 11.1% (3/27) of the samples, all from captive animals.
This is the first report of infection by these protozoans in this coati's species in the
North region of Brazil; the South American coati may be participating as maintainers
and disseminators of infectious agents to the environment and other hosts.

Accepted 31 July 2017
Keywords:
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INTRODUCTION

The South American coati (Nasua nasua Linnaeus, 1766)
is a wild, carnivorous mammal widely distributed in

Brazilian faunas are either free-living or in captive
conditions living in zoological parks, conservation,
scientific or commercial shelters, research institutes, or
sorting and rehabilitation centers. These animals can be
carriers and, therefore, reservoirs of zoonotic agents
(SILVA, 2004). Lallo et al. (2009) report that
anthropogenic environmental changes strongly affect the
proliferation and occurrence of zoonotic parasitic
diseases, such as cryptosporidiosis and giardiasis.
However, studies on the zoonotic potential of protozoa
from wild hosts is still incipient in Brazil (SOARES et al,,
2008).

* Corresponding author: lenakassia7 @hotmail.com
http://dx.doi.org/10.21708/avh.2017.11.3.7128

South America and it lives in all Brazilian biomes; they
are abundant in most places where they occur, especially
in intact habitats, and there are apparently no significant
threats to this species, but their population is probably
reducing due to hunting and habitat loss caused by
human action (BEISIEGEL; DE CAMPOS, 2013).

The scientific literature on the occurrence of
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in wild mammals
presents varied data, which are dependent on the
species, geographic location, host food preferences, and
seasonality, and even on results of samplings and
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diagnostic techniques used (APPELBEE, THOMPSON;
OLSON, 2005).

Cryptosporidiosis can be caused by different species and
subtypes of Cryptosporidium spp., and it affects different
hosts. Clinical signs vary according to the host's age and
health status, parasite species and subtype, and
infectious dose (XIAO; FAYER, 2008).

In the most severe cases of this disease, the host can
develop enteritis, colitis, cystitis, hepatitis, pancreatitis,
and clinical respiratory symptoms such as sinusitis and
pneumonia (CHALMERS; DAVIES, 2010). The period
between ingestion of the oocysts and the occurrence of
symptoms is 7 to 10 days, which can range from five to
28 days (PEREIRA et al., 2009).

Several factors affect the epidemiology of
cryptosporidiosis: reduced and varied size of oocysts
which allows their passage through filters usually
employed in water treatment processes; low infectious
doses the infectious dose of C. parvum ranges from 9 to
1,042 oocysts; and production of oocysts inside the hosts
they are already infectious when eliminated by
defecation, and both humans and animals participate as
reservoirs of the agent in its biological cycle (SMITH et
al, 2006). Other factors may contribute to the lack of
information on the epidemiology of this parasite, such as
the lack of the practice of disease notification by doctors
and laboratories; moreover, the fecal tests used by most
laboratories do not allow the identification of this
parasite (VALENTIM; CARDOSO, 2011). Fayer and Xiao
(2008) report that the Cryptosporidium spp. parasite
load tends to be lower in wild mammals when compared
to that found in domestic mammals.

From the epidemiological point of view, infection by
Giardia spp. is more worrisome in animals because they
show few clinical signs of infection and do not respond
well to the treatments applied; thus, they serve as
sources of infection because they can eliminate the
Giardia spp. cysts through feces for months or even years
(LALLO; RODRIGUES; BONDAN, 2003). The great
majority of studies on Giardia spp. in wild mammals
were made to evaluate the potential of these animals as
reservoirs of disease for humans and cattle (APPELBEE;
THOMPSON; OLSON, 2005).

Giardia spp. affects animals and humans, causing
diarrhea the most common symptom and jeopardizes
the digestion and absorption of food, which results in
dehydration, weight loss, and death, especially in young
animals and those with concomitant or debilitating
diseases (MUNDIM et al, 2003). The number of cysts
ingested by the host is an important factor for the
pathogenesis of this disease. The ingestion of only 10
cysts is capable of causing the infection (LINDSAY;
ZAJAC, 2009).

Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are responsible
for two of the most serious water-borne diseases. The
scientific literature reports epidemiological studies on
these agents in several hosts, including some wild
species. However, there are no studies on captive or
free-living N. nasua animals with infection from
enteroprotozoa, in the state of Pard, Brazil. Therefore,
the objective of this study was to present data on the
occurrence of these agents in coati (N. nasua) from the
North region of Brazil, and contribute to the already
existing information on the environmental, human, and
animal health risks.

MATERIAL AND METHODS

This study was approved by the SISBIO (license No.
39285) and by the Ethics Committee for the Use of
Animals of the Federal Rural University of Amazonia
(UFRA) (authorization protocol No. 034/2014 CEUA -
23084.022512/2014-18).

Twenty-seven fecal samples of N. nasua were collected
and examined: two from free-living animals and 25 from
captive animals. Free-living animals were considered
animals that had been removed from their natural
habitat and were kept in quarantine until their final
destination of release or captivity.

Eight animals were classified as young and 19 as adults
11 females and 16 males. The samples were from
animals from the municipalities of Belém Emilio Goeldi
Museum of Pard, Rodrigues Alves Forest, Laboratory of
Animal Pathology (LABOPAT) of the UFRA, Wildlife Clinic
of the UFRA Veterinary Hospital, and Environmental
Police Battalion (BPA); Capitio Poco Gavido Real
Conservation Shelter; and Santarém Unama Zoo
(ZOOUNAMA).

The species Nasua nasua (Linnaeus, 1766), the South
American coati, from the family Procynidae was
identified by morphological observations made by
veterinarians of the collection locations, based on a
comparison of the characteristics of the species
described by Reis et al. (2010). This coati has a wide
distribution in South America and is the only specie that
can be found in the biomes Amazonia, Caatinga, Cerrado,
Pantanal, Atlantic Forest, and Southern Fields.

All animals were housed in individual cages that were
previously sanitized and lined with brown paper
Samples were collected between March 2015 and
February 2017 in the enclosures where the animals were
housed. Samples were collected immediately after
defecation and without the need for containment of the
animals. The samplings from free-living animals were
carried out during the first 24 hours of their arrival at
the management site in order to exclude probable
parasitic infection of the animal at the site. In the case of
animals subjected to necropsy in the LABOPAT (only two
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animals), the feces were collected directly from the
animal's rectum. Data on sex, age, origin, and location
were obtained for each animal.

Approximately 10 g of feces per animal were collected in
the first hours of the collection days, or shortly after the
animals were fed because feeding causes the animals to
defecate more frequently. The material was immediately
collected to avoid the environmental contamination of
the samples. Subsequently, the samples were stored in
sterile universal collection flasks without preservatives
and kept under refrigeration until the analyses. The
samples were processed within 48 hours after collection
at the Laboratory of Enteroparasitosis in the Parasitology
Department of the Evandro Chagas Institute in
Ananindeua, Pard, Brazil. The central portion of the fecal
samples was prioritized in the processing, due to its
lower exposure to environmental contaminants.

The direct (lugol) and Kinyoun (modified Ziehl-Neelsen -
ZNm) methods were used for the diagnosis of Giardia
spp. cysts and Cryptosporidium spp. oocysts, respectively.
Two slides were prepared per sample and analyzed
under light microscopy on 40x (for Giardia cysts) and
100x objectives (for Cryptosporidium oocyst).

A small aliquot of fecal material mixed with four to five
drops of lugol was used on a glass slide and mounted
under a cover slip (24x32 mm) for microscopic
observation for the direct examination.

Two grams of feces were used for the modified Ziehl-
Neelsen technique. The content was diluted and
homogenized in a falcon-type tube containing 10 mL of
buffered formalin that was filtered through folded gauze.
Subsequently, about 4 mL of ether was added to the

filtrate for centrifugation (2000 rpm for 5 minutes). The
smear was made with one drop of the sediment that was
stained with carbol fuchsin and observed under a
microscope.

A commercial immunological method (RIDA®QUICK
Cryptosporidium/Giardia Combi. ®R-Biopharm) was also
employed to detect both parasite antigens
simultaneously. The high indexes of sensitivity and
specificity of this immunological method (above 90.0%)
makes it a complementary tool for the microscopic
diagnosis and increases the probability of detecting
these parasites. Low rates of protozoa excretion in feces
decreases the sensitivity of microscopic methods;
therefore, the use of this method may also contribute to
improved results.

The immunochromatographic test was performed
according to the manufacturer's protocol. A homogenate
was made using 50 mg of the sample that was diluted in
1 mL of extraction buffer. An aliquot of 0.5 ml of the
obtained supernatant was placed in contact with the
strips containing the antibodies, and the readings were
carried out after five minutes.

RESULTS AND DISCUSSION

The positivity for Cryptosporidium spp. oocysts in N.
nasua was 11.1% (3/27) (Figure 1), and was found in
one young, male, free-living animal and in one male and
one female captive adult animals. All three coatis had no
diarrhea or any other clinical signs. The detection of
Giardia spp. cysts was observed in 11.1% (3/27), all
adult captive animals two males and one female; one of
them had a clinical presentation of diarrhea (Figure 1).
No co-infection was detected for both parasites.

Figure 1 - A. Positive sample for Cryptosporidium spp. oocysts stained by the modified Ziehl-Neelsen method (arrow). B.
Positive sample for Giardia spp. cysts observed by the direct method (arrows).

Source: Author's collection.

Oocysts and cysts of the agents were observed in the
microscopic analyses (direct and ZNm methods).
However, the immunological test showed concordance of

results only for Cryptosporidium spp.; the diagnosis of
Giardia spp. was positive only by the direct method. The
Giardia cyst observed under microscopy probably does
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not belong to the species G. lamblia for which the
immunological test is indicated but to other species with
Giardia spp. In addition, antigenic differences among the
species of G. lamblia may have affected the results of the
method. Molecular studies will aid in clarifying the
observed disagreement; this shows the importance of
using immunological tests for the diagnosis of these
agents; they have the advantage of being fast, easy to
perform, and do not require qualified technical
personnel or equipment.

Occurrence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. has
been reported in N. nasua specimens from other regions,
both in captive and free-living animals, which was also
observed in this study. In 2008, Farret et al. were the
first to report the occurrence of Cryptosporidium spp.
and Giardia spp. in samples of N. nasua from Brazil that
were kept in a conservation shelter in Rio Grande do Sul
state. Among the three specimens studied, only one had
positive diagnosis, presenting mixed infection from
Giardia spp., Cryptosporidium spp., and Cystoisopora spp.
Subsequently, Bosa (2014) analyzed 128 fecal samples of
mammals from the Municipal Zoo of Curitiba, Brazil, and
all were negative for Cryptosporidium spp. The author
used only specific techniques to detect Cryptosporidium,
and did not perform search for Giardia.

More recently, Snak et al. (2015) examined fecal samples
of seven captive N. nasua of the Municipal Zoo of
Cascavel in Parand, Brazil and found parasitism by
Cryptosporidium spp. in three individuals.

Although only two specimens of free-living animals were
evaluated in this study, the positive sample for
Cryptosporidium spp. showed that this parasite occurs in
N. nasua also in its natural habitat. However, this fact
does not mean that parasitism by Giardia spp. is absent
because both agents have the same mechanism of
dissemination in the environment and have a great
variety of hosts.

Studies in Brazil have demonstrated the circulation of
these parasites in the wild environment. Dall'olio and
Franco (2004) found high positivity (16.25%) for
Cryptosporidium spp. when analyzing samples of 240
wild mammals that were captured in three areas of the
Atlantic Forest. Holsback et al. (2013) studied 38 wild
free-living animals in rehabilitation centers of the Sdo
Paulo and Mato Grosso do Sul states, Brazil, and found
the presence of Cryptosporidium spp. in five animals.
Three animals were positive for Giardia spp., and one of
them was from the N. nasua species.

Paziewska et al. (2007) investigated the occurrence of
Cryptosporidium spp. in wild mammals in Poland 14 gray
wolves, which are carnivorous like N. nasua and
obtained 36% positivity. The authors suggested that
these animals are important natural sources for
maintaining Cryptosporidium spp. in the environment.

In 2011, Beck et al. studied 131 samples of mammals
belonging to 57 species from a zoo in Croatia, and found
high occurrence (29.0%) of Giardia spp. using the
immunofluorescence technique. The authors reported
that none of the animals analyzed presented symptoms
related to giardiasis; thus, contradicting to the data of
this study: one of the positive coatis for this parasite had
a clinical presentation of diarrhea. Complementary
studies must be performed to clarify this correlation,
since other infectious agents may cause diarrheal
disease in animals.

However, the positive animals for Cryptosporidium spp.
in this study were asymptomatic. A similar result was
observed by Rasambainarivo et al. (2013) in Madagascar
lemurs parasitized by Cryptosporidium spp. with
negative results for Giardia spp. It is important to point
out that infectious agents have different degrees of
pathogenicity, and it is possible that not all parasitized
hosts show clinical signs of infection or present sub-
clinical infection. Therefore, these individuals are
asymptomatic the main maintainers of the epidemic
chain of agents, which contributes to the maintenance
and dissemination of the agents in the environment.

HodZi¢; Ali¢; Omeragi¢ (2014) investigated 123 fecal
samples of red foxes (Vulpes vulpes) in Bosnia and
Herzegovina, using immunofluorescence, and observed a
prevalence of 3.2% Cryptosporidium spp. and 7.3%
Giardia duodenalis.

More recently, Saki; Foroutan-rad; Asadpouri (2016)
studied wild rodents in Ahvaz, Iran, using a ZNm
technique and polymerase chain reaction (PCR) for
Cryptosporidium spp. and found 3% of positive samples,
which is a result slightly lower than that found in N.
nasua in this study.

Bittner et al. (2010) stated that wild animals, both free-
living and captive, might be infected with
Cryptosporidium spp. and Giardia spp., and that the
interaction of these animals is increasing with humans;
unfortunately, the number of complaints about coatis in
houses and urban areas close to forest fragments is
increasing because they are constantly seeking housing
and food. The participation of N. nasua as well as other
wild and domestic mammals as host reservoirs in the
dissemination of such agents cannot be underestimated
because of its direct effect on human, animal, and
environmental health.

In epidemiological terms, a large variation of occurrence
levels for Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in wild
mammals from different regions of the country and the
world is observed. Thus, new studies on wild animals
within their environment will better clarify about the
epidemiology of these agents in the Amazon region.

Moreover, these parasites circulate more in captivity
because of their maintenance and dissemination in these
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environments, which shows the importance of periodic
evaluations and identification of the probable sources of
infection in the animals.

CONCLUSIONS

The study proves the presence of the agents
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in South American
coati (Nasua nasua) that are kept in shelters in the state
of Pard, Brazil. These animals can act as sources of
infection for humans and other animals. This is the first
report of infection by these protozoans in the Nasua
nasua species in the North region of Brazil. Further
molecular studies are needed to elucidate the pathogenic
and zoonotic potential of these agents at the regional
level.
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Abstract

Background: This study aimed to diagnose the presence of Giardia spp. and Cryptosporidium
spp. in captive primates in the State of Par3a, in the Amazon region, Brazil.

Methods: Fecal samples were collected from 13 species of primates, totaling 76 samples in
the State of Pard, Amazon region, Brazil. To search for Giardia spp. and Cryptosporidium spp.,

the direct and modified Ziehl-Neelsen methods, respectively, and a RIDA®QUICK
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Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi (N1722) commercial immunological test were
used for the detection of both agents.

Results: Of 76 samples, 10.5% (8/76) and 5.2% (4/76) were positive for Cryptosporidium spp.
and Giardia spp, respectively. Corresponding to 14.4% (11/76) of parasitized animals, with
1.3% (1/76) of concomitant infection.

Conclusions: Cryptosporidium spp. and Giardia spp. are present in primates kept captive in
the State of Pard, Brazil, and the presence of infected animals should be considered as a
zoonotic risk factors in these farms.

Keywords

cryptosporidiosis, giardiasis, wild mammals, captivity.

Introduction

Researches related to occurrence of gastrointestinal parasitism in captive nonhuman
primates are important for managing their populations and maintaining the health of people
who handle these animals, since many of their parasitic agents can cause zoonotic diseases?.
However, the zoonotic potential of protozoa from wild hosts is little studied in Brazil?.

Regarding the transmission of parasites by wild animals, studies point out that zoos
are considered sources of information because they provide natural environments for the
animals. However, the concentration of different species of animals in small spaces and their
contact with humans generate conditions for the emergence and dissemination of zoonotic
diseases?.

Cryptosporidiosis is a parasitic disease that can be caused by different species and

subtypes of the genus Cryptosporidium, and affect different animal species. Its clinical signs
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may vary according to the host age and health status, and species or subtype, and infection
level of the parasite*.

Cryptosporidium spp. are tiny coccidian; its oocysts had a diameter of 4 to 8 um,
depending on the species, and development stage®. Oocysts are resistant coccidia® that have
characteristics that favor their rapid dispersion in the environment, such as the ability to
withstand the action of commonly used disinfectants (formaldehyde, phenol, ethanol, lisol),
cross certain filtration systems due to their small size, float, remain in the environment for
weeks or months, and tolerate certain ranges of temperature and salinity’.

Since its recognition in 1907, the infectivity and pathogenesis of Cryptosporidium spp.
have not yet been fully understood. At first, it was believed to be a problem exclusively of
animals®. However, studies have shown that its transmission can occur directly between
animals, between humans, and from animals to humans, or indirectly through ingestion of
contaminated water or food with viable oocysts®. The period between ingestion of oocysts
and onset of symptoms is 7 to 10 days, but it can range from 5 to 28 days'°.

Regarding the symptoms, the host can develop enteritis, colitis, cystitis, hepatitis,
pancreatitis, and respiratory clinical manifestations such as sinusitis and pneumonia in more
severe cases of the disease!!.

In Brazil, little is known about cryptosporidiosis in wild animals. The difficulties in
accessing their natural habitats, restrictions by environmental agencies, and difficulties in
handling these animals are some of the limiting factors for researches on Cryptosporidium
spp.12. However, these coccidia have been reported in some Brazilian primate species, such as
Callithrix jacchus (common marmoset), Ateles belzebuth (white-bellied spider monkey), and

Saimiri sciureus (common squirrel monkey)3.
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Giardiasis is a major disease caused by Giardia spp. that affect animals and humans,
causing diarrhea its most common symptom, impairment of digestion and absorption of food,
dehydration, weight loss, and death, especially in young animals with concomitant or
debilitating diseases!®.

The most common clinical manifestation of giardiasis is diarrhea, and it is accompanied
by abdominal pain, which may be acute, chronic, or interspersed with normal defecation. It
results in foul-smelling, pasty or liquid, light gray color feces that often contain mucus?®>.

The animals eliminate giardia cysts in feces after a prepatent period of one to two
weeks. Within this time, the hosts may present clinical signs of the disease®. In most cases,
adult animals are asymptomatic carriers, thus, they contribute to the distribution of cysts from
this parasite in the environment, which may contaminate other animals and humans'’.

Epidemiological studies, related to wild animals, report Giardia spp. in less than 1% to
100% of the animals; it is more common in captive animals, since their environment favors
the dissemination of this pathogen®®.

Moreover, wild animals kept in captivity present high levels of stress, which is the main
factor for the transmission of pathogens among animals that are in the same environment,
since stress generates immunosuppression®.

Thus, Neotropical mammals and their inherent risks to human, animal, and
environmental health should not be overlooked in the epidemiology of cryptosporidiosis and
giardiasis?®. Therefore, this study sought a better epidemiological understanding of the
occurrence of cryptosporidiosis and giardiasis in nonhuman primate species found in the State
of Para, Brazil, aiming to contribute to the information on animal health in captive
environments and risks of these zoonotic diseases to humans.

Materials and Methods
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This study was approved by the Biodiversity Authorization and Information System
(SISBIO; license N2. 39285), and the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the Federal
Rural University of the Amazon (UFRA) authorization protocol N2. 034/2014, CEUA
23084.022512/2014-18.

Fecal samples from 76 captive Neotropical primates from nurseries in the State of Para,
Brazil, were collected in the enclosures in which the animals were kept between March 2015
to February 2017.

These primates were from 13 different species 27 Sapajus apella (Tufted capuchin), 17
Ateles paniscus (red-faced spider monkey), 8 Ateles marginatus (white-cheeked spider
monkey), 7 Saimiri sciureus (common squirrel monkey), 5 Leontopithecus rosalia (golden lion
tamarin), 4 Saguinus ninger (black tamarin), 2 Aotus azarae (southern night monkey), 1
Callithrix jacchus (common marmoset), 1 Callicebus hoffmannsi (Hoffmanns's titi), 1 Cebus
albifrons (white-fronted capuchin), 1 Chiropotes albinasus (white-nosed saki), 1 Lagothrix
lagotricha (brown woolly monkey), and 1 Callithrix penicillata (black-tufted marmoset)
comprising 4 young and 72 adult animals, 33 females and 43 males.

These animals were from the municipalities of Belém (Emilio Goeldi Para State
Museum, Rodrigues Alves Woods, Wildlife Clinic of the Veterinary Hospital of the UFRA, and
Environmental Police of the State of Para); Capitdo Pogo (Gavido Real Conservationist
nursery); Santarém (Unama Zoo); Maraba (Zoobotanical Foundation), and Terra Alta (Paricuia
Farm), in the state of Par3, Brasil.

All animals were kept in sanitized individual cages with brown paper underneath to
avoid environmental contamination of the collected material. The samples were collected

immediately after defecation, without containment of the animals, and associated with data
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regarding their sex, age, origin, and location, collecting the greatest possible amount of fecal
material per animal.

The samples were collected in the early hours of the day or shortly after the feeding of
the animals periods in which they defecate more frequently. The feces were then placed in
sterile collection bottles with no preservatives, and kept under refrigeration until analysis.

The samples were processed within 48 hours in the Enteroparasitosis Laboratory of
the Parasitology Section of the Evandro Chagas Institute (Ananindeua PA, Brazil). The central
portion of the feces was prioritized for processing because it had have less exposure to
environmental contaminants that can affect the results of the analyses.

Cysts of Giardia spp. and oocysts of Cryptosporidium spp. were searched using the
direct method (lugol) and Kinyoun staining (modified Ziehl-Neelsen method), respectively.
Two slides per sample were prepared and analyzed with a light microscope, using a 40x
objective for Giardia spp. and a 100x objective for Cryptosporidium spp.

The direct examination was carried out using a small aliquot of fecal material from
different parts of the feces, which was mixed with four to five drops of lugol on a glass slide,
numbered, covered with a 24 mm x 32 mm cover slip, and observed with a microscope.

The modified Ziehl-Neelsen technique was carried out using two grams of feces, which
were diluted and homogenized in 10 mL of buffered and filtered formalin. Then, 4 mL of ether
was added to the filtrate for centrifugation (2000 rpm for 5 minutes). One drop of the
sediment was smeared in a slide, stained with carbol fuchsin, and observed with a microscope.

A commercial immunological method (RIDA®QUICK Cryptosporidium [ Giardia /
Entamoeba Combi Test, N1722) that detects the parasite antigens simultaneously was also
used. The use of feces with low rates of protozoa decreases the sensitivity of microscopic

methods, so the use of this method may improve the results making them more reliable.
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The immunochromatographic test was carried out according to the manufacturer's
protocol. A homogenate with 50 mg of the diluted sample in one mL of extraction buffer was
made, an aliquot of 0.5 mL of the obtained supernatant was placed in contact with the strips

containing the antibodies, and the samples were read after five minutes.

Results

The results were positive for Cryptosporidium spp. in 10.5% (8/76), and for Giardia spp.
in 5.2% (4/76) of the 76 fecal samples, with 1.3% (1/76) presenting infection with both agents,
totaling 14.4% (11/76) of parasitized samples.

The positive samples for Cryptosporidium spp. were from three young animals and five
adults, three females and five males, from Belém, Capitdo Poco, Santarém, Maraba and Terra
Alta.

Three of the eight positive samples for Cryptosporidium spp. oocysts by the ZNm
method were positive in the immunological test. The Cryptosporidium species observed in the
ZNm test probably do not belong to the C parvum species to which the
immunochromatographic test is indicated.

Three of the primate species evaluated showed positivity for Cryptosporidium spp.—
Ateles paniscus (red-faced spider monkey) (5/8), Saimiri sciureus (common squirrel monkey)
(2/8), and Aotus azarae (southern night monkey) (1/8). One young male S. sciureus (common
squirrel monkey) from Belém presented concomitant infection with Cryptosporidium spp. and
Giardia spp.

The four primate species that showed positivity for Giardia spp. consisted of one young

animal and three adults, two females and two males, from Belém, Capitdo Poco and Santarém.
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Three positive samples for Giardia spp. by the direct method, with observation of cysts
of the parasite, were positive in the immunological test. The Giardia species observed with
the direct method in one of the positive animals probably do not belong to the G. lamblia
species to which the immunochromatographic test is indicated.

Four of the 13 species were positive for Giardia spp.—one Ateles paniscus (red-faced
spider monkey), one Saimiri sciureus (common squirrel monkey), one Sapajus apella (Tufted
capuchin), and one Chiropotes albinasus (white-nosed saki). Considering all the animals

studied, five species were infected with Giardia spp.

Discussion

The circulation of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in captive environments in
the State of Par3, Brazil, was confirmed. Thus, these pathogens can cause diarrheal diseases,
leading to weakness and immunosuppression in captive animals in this state. The
contamination of these animals by these pathogens usually occurs by ingestion of
contaminated water, as observed in a study carried out on captive nonhuman primates of the
genus Alouatta in Santa Maria RS, Brazil, where the presence of oocysts of Cryptosporidium
spp. and other agents in the water offered to the animals was confirmed, with two animals
presenting infection by Cryptosporidium spp. and Giardia spp., and diarrhea with fetid odor??.

None of the animals in the present study had any clinical signs of these diseases, thus,
they were asymptomatic carriers that release cysts and oocysts from these agents to the
environment, which may contaminate other animals, as well as people who have contact with
them. Some wild species or groups are more sensitive to protozoan infections, manifesting

clinical signs even when adults and immunocompetent?2.
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A study carried out in China on 34 different species of captive nonhuman primates
from laboratory and natural environments, using 3349 samples from 17 different districts,
showed no animal with clinical symptoms of parasitic diseases during the evaluation period.
The authors examined samples microscopically, using iodine staining, and 100x and 400x
objectives, and found parasitic infections in 54.1% (1811/3349), positivity for Giardia spp. in
1.3% (43/3349), and positivity for Cryptosporidium spp. in 0.5% (18/3349) of the samples, and
no simultaneous infection with these agents?2. The infection rates in the present study were
higher for both agents, however, the sample size was much lower.

Cryptosporidiosis has been studied in nonhuman primates in different parts of the
world. In an experiment using two Macaca mulatta (rhesus macaques) specimens infected
with the Simian Immunodeficiency Virus (SIV), the animals presented diarrhea, respiratory
symptoms, and after euthanasia, lesions were identified in their trachea, lungs, biliary tract,
pancreas, and intestine, with presence of Cryptosporidium spp. in the cytoplasm of alveolar
macrophages, multinucleated giant cells, and cells of the intestinal epithelium?3. The study
evidenced that the infection by Cryptosporidium spp. can be aggravated in cases of
immunosuppression. Thus, although the animals evaluated in the present study did not
present any clinical signs, the presence of the parasite cannot be neglected.

A study on the presence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in nonhuman
primates in Belgium found a high prevalence of G. enterica and no occurrence of
Cryptosporidium spp.?*. Contrastingly, positivity was observed for both agents in the present
study. However, the results obtained for Giardia spp. (5.2%) presented a low percentage when
compared to a study carried out in northern Argentina, in which the analysis of fecal samples

of 90 Alouatta caraya (black howler monkey) specimens showed 67% positivity for Giardia
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spp. in rural animals, 57% in animals from a native forest, and 40% in animals from areas near
villages, indicating that this mammalian species may be a significant carrier of Giardia spp.?°.

A study carried out on eight species of nonhuman primates from different locations in
the Qinling Mountains, northwest China, with 197 fecal samples, showed positivity for
parasites in 17.8% (35/197), including Cryptosporidium spp. (3%) and G. intestinalis (2%).
Cryptosporidium spp. was detected in six fecal samples of Macaca mulatta and were identified
as C. parvum (n = 1) and C. andersoni (n = 5) this was the first report on C. andersoni in
nonhuman primates. Positivity for G. intestinalis was also detected in three M. mulatta and
one Saimiri sciureus?®.

A study on eight captive nonhuman primates of the Alouatta genus in Santa Maria RS,
Brazil, diagnosed parasitism by Cryptosporidium spp. in 100% of the fecal samples, using the
zinc sulfate centrifugal flotation method, and three animals with concomitant infection with
Giardia spp.?’.

Different results from the present study were found in the State of Piaui. Feces samples
of 22 Cebus libidinosus (black-striped capuchin) animals raised in captivity were not positive
for Cryptosporidium spp. or Giardia spp.’.

The presence of these parasitic agents in captive animals favors their maintenance and
dissemination in these environments, and shows the importance of periodic evaluations and
identification of possible sources of infection for the animals, especially water.

The results of researches show the necessity of developing forms to control parasitic
infectious diseases. Some authors point out ways of reducing the risk of transmission of
cryptosporidiosis in captive environments, such as reduction of animal population density,
isolation of sick animals, separation of young from adult animals, and use of good hygienic-

sanitary practices?®.
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The present research proves the presence of Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in
captive nonhuman primates in nurseries in the Amazon region (state of Para, Brazil), and

reaffirms that such animals can act as sources of infection for humans and other animals.
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Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em carnivoros silvestres do Estado do Para - Brasil
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RESUMO:

Cryptosporidium spp. e Giardia spp., sdo protozoarios zoon6ticos que representam um
emergente problema de salde publica. Esses parasitos podem apresentar elevada frequéncia em
regibes em que as condicdes de saneamento basico sdo precarias, promovendo surtos de diarreia
em animais domésticos, silvestres e no homen. Mamiferos silvestres, como 0s carnivoros, sao
susceptiveis a contaminagdo por enteroparasitas presentes tanto no habitat natural como em
cativeiro. O presente estudo investigou a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
em diferentes espécimes silvestres da ordem Carnivora de vida livre e de cativeiro procedentes
de municipios do Estado do Para. Coletou-se amostras fecais de 37 animais distintos (quatro de

vida livre e 33 de cativeiro). Para pesquisa de Cryptosporidium spp. e Giardia spp. foram
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utilizados métodos microscopicos (direto e Kinyoun) e imunoldgico (RIDA®QUICK
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi - N1722). Do total de amostras, 24,32% (9/37)
foram positivas, correspondendo a 5,4% (2/37) para Cryptosporidium spp. e 18,91% (7/37) para
Giardia spp., respectivamente. Nenhum animal apresentou infecgdo concomitante para 0s
agentes. Portanto, a pesquisa comprova a presenca desses protozoarios em carnivoros silvestres,
tanto mantidos em criatérios como nos de vida livre no Estado do Para, considerando-se que
esses animais podem atuar como fontes de infec¢do para o0 homem, para outros animais e para

0 meio ambiente.

Palavras-Chave: Criptosporidiose. Giardiase. Mamiferos silvestres. Protozoarios. Estado do

Para.

ABSTRACT:

Cryptosporidium spp. and Giardia spp., are zoonotic enteroparasites that have been taking place
as an emmerging problem to public health. Theese species of protozoa may reach high levels
of frequency in regions where the basic sanitation conditions are precarious, promoting
outbraks of diarrhea to men, wild and domestic animals. Wild mammals, as the carnivorous,
are susceptible to contamination by enteroparasites, being present at their natural habitat or
captivity. The presente survey has had the purpose to investigate the occurrance of
Cryptosporidium spp. and Giardia spp. in free and under captivity carnivorous wild animals,
from several counties in the State of Para. Samples of feces from 37 distinct animals (four in
their natural habitat and 33 raised in captivity). For the research of Cryptosporidium spp. and
Giardia spp. microscopic immunological, direct and Kinyoun methods were used
(RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi - N1722). The samples gathered
from wild animals have resulted in 24,32% of positive infecction on the rate of (9/37), being.

5,4% (2/37) positive to Cryptosporidium spp. and 18,91% (7/37) positive to Giardia spp., what
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shows that no amimals had both infections at the same time. So, the reserach strenghtens the
real presence of these protozoas in wild carnivorous in both conditions of life, free or under
captivity, in the State of Para, making us consider the possibility that the cited animals may be

natural reservoirs for infections, not only to men but to other animals and also to environment.

Key words: Cryptosporidium spp. Giardia spp. Mammals. Protozoal. Protozoa. Para.

INTRODUCAO:

Estudos sobre a ocorréncia de parasitos em felinos silvestres apresentam grande importancia,
pois estes podem se constituir problemas zoondticos em areas florestais e/ou naquelas
destinadas a visitacdo de pessoas (AIRES et al., 2008). Podem, também, contribuir para um
melhor entendimento da influéncia e intensidade que as mudancas antropicas promovem nos
ambientes selvagens, incluindo informagdes adicionais sobre a fauna parasitaria de animais
silvestres (HOLSBACK et al., 2013).

A ocorréncia de mudancas ambientais exerce grande influéncia na proliferacdo e no surgimento
de doengas parasitarias zoonoticas, entre elas a criptosporidiose e a giardiase, sendo que as
mudancas promovidas por fendmenos naturais ou produzidas pela intervencdo antropica,
podem levar a alteracdes ao equilibrio ecoldgico e, consequentemente, a ocorréncia de agentes
patogénicos em seus hospedeiros silvestres e vetores (LALLO et al., 2009). Nesse contexto, a
salde publica vem evidenciando uma crescente preocupacdo da atuacdo de animais silvestres
como portadores e veiculadores de agentes zoondticos (FANFA et al., 2011).

Espécies de carnivoros silvestres podem ser acometidas por varios géneros de parasitos dos
quais podem servir apenas como reservatérios ou desenvolverem a doenca clinica (FIORELLO
et al., 2005). WHITEMAN et al. (2008), alertam que a presenca de carnivoros domesticos em

unidades de conservacdo tem se tornado uma preocupacgdo na regido amazonica brasileira, ao
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qual evidencia-se que a introdugcdo desses animais pode oferecer riscos a conservacdo de
carnivoros e outros mamiferos silvestres em areas protegidas.

Parasitas do género Cryptosporidium sdo gastroentéricos considerados oportunistas, capazes de
infectar praticamente todas as espécies de vertebrados (BRIGGS et al., 2014). A
criptosporidiose pode ser causada por diferentes espécies e subtipos de Cryptosporidium spp.,
afetando diversos hospedeiros cujos sinais clinicos variam de acordo com a idade e o estado
sanitario e também da espécie e dose infectante do parasito (XIAO & FAYER, 2008). Em
mamiferos silvestres a carga parasitaria por Cryptosporidium spp. tende a ser menor quando
comparada aos valores encontrados em mamiferos domeésticos (FAYER & XIAO, 2008).
THOMPSON et al. (2010), destacam que a diversidade de Cryptosporidium spp. encontrado na
vida selvagem merece estudo adicional em termos de ecologia, evolugéo, biologia e impacto
potencial sobre o satde desses animais. O conhecimento da cadeia de transmissdo da doenca
pode proporcionar uma oportunidade para verificar como esses agentes alcancam novos
hospedeiros suscetiveis, assim, em relacdo aos fatores epidemioldgicos, os animais silvestres
podem ter um papel extremamente importante na transmissao de zoonoses, tanto em cativeiro
qguanto em vida livre (MARVULO, 2007). A transmissdo do Cryptosporidium spp. €
predominantemente fecal-oral, sendo a veiculacdo hidrica a principal via de disseminagdo do
agente (ONICHANDRAN et al., 2014).

Ja comrelacdo a giardiase, a incidéncia e a prevaléncia em humanos e animais tém sido relatada
em todo o mundo, variando consideravelmente entre as populacdes e localizacdes geograficas
estudadas (LINDSAY & ZAJAC, 2009). Os animais servem como fontes de infeccdo e podem
eliminar cistos pelas fezes por meses ou anos (LALLO et al., 2003). O namero de cistos
ingeridos pelo hospedeiro desempenha um papel de destaque na patogénese da giardiase
(LINDSAY & ZAJAC, 2009). Os animais adultos sdo portadores assintomaticos na grande
maioria dos casos, 0 que contribui para a eliminagdo de cistos do parasita no meio ambiente,

podendo contaminar outros animais e 0 homem (BARR & BOWMAN, 2010).
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A grande maioria dos dados obtidos sobre Giardia spp. em mamiferos silvestres, origina-se de
estudos feitos para avaliar o potencial destes animais como reservatorios de doenga para
humanos e para o gado (APPELBEE et al., 2005).

De acordo com SOARES et al. (2008) o potencial zoondtico de protozoarios a partir de
hospedeiros silvestres é ainda pouco estudado no Brasil. Portanto, estudos que avaliem a
prevaléncia destes agentes em animais silvestres cativos e de vida livre sdo necessarios para o
entendimento da dinamica de transmissao destes agentes.

Nesse sentido, buscou-se com o presente trabalho, investigar a ocorréncia de Cryptosporidium
spp e Giardia spp. em carnivoros silvestres procedentes de diferentes municipios do Estado do
Para, abrangendo animais de cativeiro e de vida livre, o que possibilita a geracao de informacdes
epidemiologicas que podem contribuir para futuros estudos sobre a sadde Unica, que abrange

meio ambiente, homens e animais, em especial, na regido Amazonica.

MATERIAL E METODOS:

Aprovado pelo SISBIO, licenca N° 39285, e pelo Comité de Etica do Uso de Animais, protocolo
de autorizacdo N° 034/2014 CEUA - 23084.022512/2014-18 (UFRA).

Foram coletadas e examinadas 37 amostras fecais de 13 espécies de carnivoros silvestres de
diferentes regiGes do Estado do Para, Amazo6nia, Brasil, sendo quatro de vida livre e 33 de
cativeiros. Nove animais foram classificados como jovens (idade inferior a 12 meses) e 28 como
adultos (mais de 12 meses de idade), totalizando 15 fémeas e 22 machos.

As espécies dos carnivoros silvestres do presente estudo foram identificadas por observacoes
morfologicas realizadas pelos médicos veterindrios dos locais das coletas a partir da
comparacdo das caracteristicas da espécie descritas por REIS et al. (2010).

Foram analisadas amostras fecais das seguintes espécies: 13 jaquatiricas (Leopardus pardalis),
quatro cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), trés sussuaranas (Felis concolor), trés furdes

(Galictis cf. vittata), trés oncas pintada (Panthera onga), trés juparas (Potos flavus), duas lontras
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(Lutra longicaudis), uma irara (Eira barbara), um furéo grande (Galictis vittata), um gato do
mato (Leopardus tigrinus), uma ariranha (Pteronura brasiliensis), um gato-morisco (Puma
vagouaroundi) e um cachorro vinagre (Speothos vanticus).

As coletas foram realizadas entre marco de 2015 e fevereiro de 2017. As amostras de animais
cativos procederam de sete mantenedoras de animais silvestres localizadas nos municipios de
Belém, Santarém, Capitdo Poco e Terra Alta e foram feitas nos recintos nos quais os animais
estavam alojados. Todos os animais foram deixados em gaiolas individuais que foram
previamente higienizadas com o objetivo de evitar contaminacdo ambiental do material
coletado. Preconizou-se recolher as amostras imediatamente apds defecacao, sem a necessidade
de contencédo dos animais, obtendo-se dados referentes ao sexo, faixa etaria, procedéncia e local
dos mesmos. As amostras foram acondicionadas em frasco coletor universal estéril sem
presenca de qualquer tipo de conservantes, e mantidas sob refrigeracdo até as analises
necessarias. Ja as amostras de animais de vida livre, procederam de animais mortos e que foram
obtidas durante necropsias, com a retirada do material fecal diretamente do trato digestivo
inferior dos animais, realizadas no Laboratorio de Patologia Animal da Universidade Federal
Rural da Amazénia (LABOPAT/UFRA).

As amostras foram processadas e analisadas em um periodo de até 48 horas no Laboratério de
Protozoadrios Intestinais da Secdo de Parasitologia do Instituto Evandro Chagas/Ministério da
Salde, Ananindeua, Para. Durante o processamento foi priorizada a utilizacdo da porcao central
do bolo fecal, por apresentar menor exposicdo a contaminantes ambientais que poderiam
influenciar nos resultados das andlises.

Para pesquisa de cistos de Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. foram utilizados os
métodos direto com lugol e coloracdo de Kinyoun (Ziehl-Neelsen modificado-ZNm),
respectivamente. Foram confeccionadas duas laminas por amostra e analisadas sob microscopia
de luz em objetivas de 40x para a observacao dos cistos de Giardia spp. e 100x para oocisto de

Cryptosporidium spp.
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Para a realizagdo do exame direto, utilizou-se uma pequena aliquota do material fecal, retirada
de diferentes partes do bolo fecal, misturada a quatro a cinco gotas de lugol em uma lamina de
vidro, numerada e coberta com laminula 24 mm x 32 mm, seguida de observacdo ao
microscépio.

Na técnica de Ziehl-Neelsen modificado, utilizou-se dois gramas de fezes. O contetdo foi
diluido e homogeneizado em um tubo tipo falcon contendo 10 mL de formalina tamponada e
filtrada em gaze dobrada para a retirada de residuos grosseiros. Apés esta etapa, cerca de 4 mL
de éter era acrescido ao filtrado para centrifugacdo (2.000 rpm x 5 minutos). Uma gota do
sedimento foi utilizada na confecc¢do do esfregaco, corada com fucsina carbélica e observada
a0 microscopio.

Foi também empregado um método imunoldgico comercial RIDA®QUICK
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi (N1722), que detecta os antigenos dos parasitas
simultaneamente. Os elevados indices de sensibilidade e especificidade do método imunologico
utilizado (acima de 90,0%) fazem do método uma ferramenta complementar ao diagndstico
microscopico, aumentando a probabilidade de deteccdo destes parasitas. Sabe-se que baixas
taxas de excrecdo de protozoarios nas fezes diminuem a sensibilidade dos métodos
microscopicos, portanto a utilizacéo deste teste pode contribuir para a melhoria dos resultados.
A realizacdo do teste imunocromatografico obedeceu ao protocolo do fabricante. De forma
resumida, foi feito um homogeneizado utilizando 50mg da amostra diluida em um mL de
tampao de extracdo. Uma aliquota de 0,5mL do sobrenadante obtido foi colocada em contato
com as tiras contendo 0s anticorpos, procedendo-se a leitura apds cinco minutos.

Estatisticamente os dados foram analisados utilizando-se frequéncias absolutas e relativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Das 37 amostras de fezes analisadas, 24,32% (9/37) foram positivas, correspondendo a 5,4%
(2/37) para Cryptosporidium spp. e 18,91% (7/37) para Giardia spp., respectivamente, ao qual
nenhum animal apresentou infec¢do concomitante para os agentes.

As amostras positivas para Cryptosporidium spp., foram obtidas de dois animais adultos, sendo
uma fémea e um macho, correspondendo a uma jaguatirica (L. pardalis) de cativeiro (municipio
de Capitdo Poc¢o) e um cachorro do mato (C. thous) de vida livre necropsiado (municipio de
Belém). As amostras foram positivas para Cryptosporidium spp. no método de ZNm. Todavia,
apenas a amostra de C. thous foi positiva no teste imunolégico, sugerindo-se que o oocisto de
Cryptosporidium observado na amostra da jaguatitica ndo pertenca a C. parvum ao qual o teste
imunocromatografico € indicado, e sim a outra espécie deste género. Portanto, métodos
moleculares poderdo auxiliar na identificacdo da espécie do parasito.

Diversos autores como KAR et al. (2011) ressaltam que diversas metodologias estdo
disponiveis para o diagnéstico confirmatdrio da criptosporidiose, podendo ser estabelecido por
meio de exames parasitologicos (sedimentacdo, flutuacdo ou a centrifugo-sedimentacéo), e
técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen ou Kinyoun, aos quis foram utilizados na presente
pesquisa (XIAO & CAMA, 2006). Tais afirmacdes evidenciam que diversos métodos de
diagnosticos aplicados ao agente auxiliam cada vez mais o diagnostico, o que inevitavelmente
contribui para um melhor conhecimento da epidemiologia do Cryptosporidium spp. no Brasil e
no mundo.

No Brasil hd poucas informacdes sobre a ocorréncia de Cryptosporidium em espécies de
carnivoros silvestres, dentre essas, FANFA et al. (2011), utilizando diferentes métodos
parasitologicos, relataram a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em um P. concolor (puma),
adulto, assintomético, mantido em um criatorio conservacionista em Santa Maria, Rio Grande
do Sul. Em outro estudo, HOLSBACK et al. (2013), analisaram amostras fecais de 14
carnivoros silvestres, de seis espécies diferentes e, observaram, positividade para oocistos de

Cryptosporidium spp. em duas espécimes de L. tigrinus (gato do mato) de centros de
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reabilitagdo dos Estados do Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo. Resultado semelhante aos obtidos
nessa pesquisa no Estado do Pard, que em 37 animais de 13 diferentes espécies, diagnosticou-
se Cryptosporidium spp. em dois espécimes, sendo uma jaguatirica e um cachorro do mato.
Em outros paises, PEZZANI et al. (2001) relataram o primeiro registro de Cryptosporidium
spp. em P. concolor mantido em cativeiro na Argentina. Na Irlanda STUART et al. (2013)
utilizaram técnica molecular e detectaram a presenca de Cryptosporidium em 5% (4/81) de
individuos da espécies Mustela vison, uma espécie carnivora de habitos aquaticos. Uma
frequéncia semelhante a registrada no presente estudo. Dentre as amostras identificadas, trés
foram caracterizadas como C. andersoni, refor¢cando a necessidade de estudos moleculares para
a elucidacdo da especie de Cryptosporidium identificada atraves de microscopia neste estudo.
Nas demais espécies estudadas na Irlanda, a maioria das quais de ambiente predominantemente
terrestre, nenhuma amostra foi positiva para o agente.

Vale ainda destacar que nem todos os animais que sdo diagnosticados com a infec¢do por
Cryptosporidium spp. possuem manifestacdes clinicas de doenca, atuando assintomaticamente
como fontes de infeccdo desse agente, albergando-o em seu trato intestinal e eliminando
grandes quantidades de oocistos viaveis para o ambiente (BOYER & KUCZYNSKA, 2010).
Com relacdo aos resultados da pesquisa de Giardia spp., a positividade detectada em sete
individuos (18,91%), ocorreu em trés animais jovens e quatro adultos, sendo quatro fémeas e
trés machos, procedentes de criatérios dos municipios de Belém e Capitdo Pogo. Como todas
as amostras foram positivas para Giardia spp. tanto no método direto como no imunoldgico,
provavelmente, pertencem a espécie G. lamblia, ao qual o teste imunocromatografico utilizado
é indicado. A presenca desta espécie nestes animais destaca o seu potencial zoondtico desse
agente, ndo descartando a possibilidade da presenca de outras espécies de Giardia spp. nas
amostras analisadas, promovendo infec¢gdes concomitantes.

No presente estudo, cinco das 13 espécies de carnivoros silvestres, estavam parasitadas, com

sete animais positivos para Giardia spp., ocorrendo em trés L. pardalis (jaguatiricas), e em um
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P. brasiliensis (ariranha), F. concolor (sussuarana), L. longicaudis (lontra) e C. thous (cachorro
do mato), respectivamente. Dos animais, o cachorro do mato era de vida livre e a F. concolor
foi a Gnica a apresentar diarreia.

No Brasil, FARRET et al. (2008), analisaram amostras de fezes de 14 carnivoros silvestres
mantidos em cativeiro em criadouro conservacionista no Estado do Rio Grande do Sul. Entre
as espécies pesquisadas, incluiram-se cinco gatos do mato pequeno (Leopardus tigrinus), trés
quatis (Nasua nasua), trés graxains do campo (Lycalopex gymnocercus) e trés guaxinins
(Procyon lotor). Os autores verificaram que L. tigrinus foi a Unica espécie que apresentou
infeccdo elevada para Giardia spp. Infeccdo mista por cistos de Giardia spp., oocistos de
Cryptosporidium spp. e Cystoisopora sp. estava presente em N. nasua, a espécie L.
gymnocercus estava parasitada por oocistos de Cystoisospora sp. e P. lotor por cistos de
Giardia spp. e oocistos de Cryptosporidium spp. Os animais ndo apresentavam sinais clinicos
das parasitoses, e 0s autores concluiram que estes eram portadores assintomaticos e atuavam
como propagadores destes parasitos para o ambiente. O mesmo pode ser considerado na
presente pesquisa, ja que apenas um animal apresentou sinais clinicos de diarreia.
Recentemente, BORGES et al. (2017), utilizando métodos parasitoldgicos (Kinyoun e
centrifugo flutuacdo em solucdo de sulfato de zinco), analisaram 337 amostras fecais de
carnivoros silvestres coletadas nos Estados do Amapa, Amazonas, Para e Rondonia,
correspondendo, a 313 Lontra longicaudis (lontra tropical) e 24 Pteronura brasiliensis
(ariranha). A frequéncia de positividade de infec¢do para pelo menos um patégeno foi de 27%
(94/337), ao qual a infeccdo por Cryptosporidium spp. foi maior que Giardia spp. Ja coinfeccao
por ambos 0s protozoarios foi de 4,47% (14/313) nas amostras de L. longicaudis e 20,83%
(5/24) nas de P.brasiliensis.

Os resultados encontrados por BORGES et al. (2017), assemelham-se aos encontrados no
presente estudo em relacéo a positividade para a Giardia spp., ao qual, evidenciou-se resultado

positivo para a P. brasiliensis e para a L. longicaudis tanto no método direto quando no
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imunocromatografico, acreditando-se portanto, que tais especies podem ser mantenedoras e
disseminanadoras de tal agente para 0 meio ambiente e para outros animais. Todavia, para
Cryptosporidium spp., na presente pesquisa, o resultado foi negativo em ambas as espécies,
mesmo com a alta sensibilidade do método imunologico utilizado.

Na Espanha, MENDEZ-HERMIDA et al. (2007), pesquisaram por imunofluorescéncia direta,
437 amostras fecais de Lutra lutra (lontra selvagem) coletadas de 161 localidades. Foram
detectados oocistos de Cryptosporidium spp. em 3,9% (17/437) e cistos de Giardia spp. em
6,8% (30/437) das amostras. Os resultados demonstram que as lontras podem contribuir para a
contaminacdo dos cursos de agua, embora sejam necessarios mais estudos para determinar quais
espécies ou genotipos de Cryptosporidium e Giardia infectam esses animais.

Na Croacia, foi realizado um estudo microscopico e imunofluorescéncia para a pesquisa de
Giardia spp. ao qual foram analisadas 131 amostras fecais de 57 espécies de mamiferos cativos
no zoologico de Zagreb. A prevaléncia geral foi de 29% (38/131), considerada alta pelos
autores, sendo que todos os animais apresentavam-se assintomaticos no momento da coleta.
Com relagéo aos carnivoros presentes no zooldgico de Zagred, foram coletadas 21 amostras e
destas, 12 (57,1%) mostraram-se positivas para Giardia spp. (BECK et al., 2011).

Leopardus pardalis foi a espécie que apresentou maior positividade para os agentes estudados
na presente pesquisa, correspondendo a 44,44% (4/9) dos animais parasitados. Das 13 amostras
coletadas de jaguatirica, quatro mostraram-se parasitadas, todas procedentes de animais de
cativeiros, porém pouco se sabe sobre esses agentes nas espécies aqui estudadas, apesar da
abundante literatura a respeito da ocorréncia em hospedeiros humanos e animais domésticos,
poucos sdo 0s estudos sobre o papel dos animais silvestres na manutencdo e disseminagao
desses agentes (THOMPSON et al., 2010).

Na presente pesquisa foi possivel observar que 0s agentes pesquisados ocorrem em carnivoros
silvestres mantidos em cativeiros no Estado do Pard, sendo estes dados importantes para um

melhor entendimento do problema em relagdo & epidemiologia parasitaria ambiental



89

envolvendo diferentes espécies de animais silvestres que se tornam potenciais vetores desses
importantes parasitas. Considera-se oportuno referenciar o estudo de FARRET et al. (2008),
em carnivoros silvestres mantidos em cativeiro no sul do Brasil, o qual relata o parasitismo por
protozoarios gastrintestinais com potencial zoonético, destacando que a situacdo de cativeiro
torna os animais mais susceptiveis as doengas pelo estresse e a concentragcdo destes em um
mesmo local, o que pode gerar problemas de salde nestes animais, inclusive em animais
domésticos e/ou no homem, visto que que esses podem albergar parasitos zoon6ticos.

Adicionalmente, é notdria a ocorréncia de Cryptosporidium e Giardia em carnivores silvestres
de vida livre e cativos em diferentes regides do mundo (APPELBEE et al., 2005), com
frequéncias que chegam a atingir valores acima de 50%. De acordo com os resultados obtidos
neste estudo € possivel concluir que a circulagdo destes agentes nos animais de ambientes
florestais amazo6nicos sejam tdo comum quanto nas demais regides do Brasil e do mundo.
Assim, novos estudos em animais silvestres de diferentes espécies irdo contribuir para a uma
melhor compreenséo acerca da epidemiologia destes agentes na regido Amazonica e no Brasil.
Ademais, a circulacdo destes agentes em animais de cativeiro, favorecendo a manutencdo e a
disseminacdo dos mesmos nestes ambientes, mostra a importancia da necessidade de avaliacdes

periddicas bem como a identificacdo das provaveis fontes de infeccdo para os animais silvestres.

CONCLUSAO:

A pesquisa comprova a presenca dos agentes Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em
carnivoros silvestres tanto mantidos em criatorios como nos de vida livre no Estado do Pard, o
que possibilita considerar que esses animais podem atuar como fontes de infec¢do para outros

animais e para 0 homem.

REFERENCIAS:


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-29612013000200302#B02

90

AIRES, W. O. et al. Principais parasitas de felinos selvagens. Revista Cientifica Eletronica
de Medicina Veterinaria. Ano VI, n. 11, p. 1 -5, 2008.

APPELBEE, A. J. et al. Giardia and Cryptosporidium in mammalian wildlife - Current status
and future needs. Trends in Parasitology, v. 21, n. 8, p. 370-376, 2005.

BARR, S. C.; BOWMAN, D. D. Doencas infecciosas e parasitarias em cédes e gatos -
consulta em 5 minutos. 1. ed. S&o Paulo: Revinter, 2010. 640p.

BECK, R. et al. Prevalence and molecular typing of Giardia spp. in captive mammals at the
zoo of Zagreb, Croatia. Veterinary Parasitology 175 p. 4046, 2011.

BORGES, J. C. G. et al. Cryptosporidium spp. and Giardia sp. in Neotropical river otters
(Lontra longicaudis) and giant otters (Pteronura brasiliensis) in northern Brazil. Journal of
the Marine Biological Association of the United Kingdom, p.1-5, 2017.

BOYER, D.G.; KUCZYNSKA, E. Prevalence and concentration of Cryptosporidium oocysts
in beef cattlenpaddock soils and forage. Foodborn Pathogens and Disease, v. 7, n. 8, p. 893—
900, 2010.

BRIGGS, A. D. et al. Approaches to the detection of very small, common, and easily missed
outbreaks that together contribute substantially to human Cryptosporidium infection.
Epidemiology Infectolology, v. 142, n. 9, p. 76-1869, 2014.

FANFA, V. R. et al. Endoparasitoses em puma (Puma concolor) na Regiao Sul do Brasil
[Endoparasitoses in cougar (Puma concolor) from the Southern region of Brazil] Departamento
de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. Acta
Veterinaria Brasilica, v.5, n.1, p.100-102, 2011.

FARRET, M. H. et al. Parasitismo por protozoarios gastrointestinais em carnivoros silvestres
mantidos em cativeiro no sul do Brasil. Revista Portuguesa de Ciéncias Veterinarias, 103
(565-566) p. 93-95, 2008.

FIORELLO, C. V. et al. Parasites of free-ranging small canids and felids in the Bolivian Chaco.
Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 37(2): p.130-134. 2005.

HOLSBACK, L. et al. Natural infection by endoparasites among free-living wild animals.
Infeccdo natural por endoparasitas em animais silvestres de vida-livre Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, Jaboticabal, v. 22, n. 2, p. 302-306, abr.-jun. 2013.

KAR, S. et al. Quantitative comparison of different purification and detection methods for
Cryptosporidium parvum oocysts. Journal of Veterinary Parasitology, v. 177, p. 366-370,
2011.

LALLO, M. A. et al. Giardiase em cées e gatos— revisdo. Revista Clinica Veterinaria, v. 43,
p. 40-44, mar.-abr., 2003.

LALLO, M. A. et al. Ocorréncia de Giardia, Crytosporidium e microsporidios em animais
silvestres em areas de desmatamentos no Estado de Séo Paulo, Brasil. Ciéncia Rural, Santa
Maria, v. 39, n. 5, p. 1465-1470, ago. 2009.


https://www.cambridge.org/core/search?filters%5BauthorTerms%5D=João%20Carlos%20Gomes%20Borges&eventCode=SE-AU

91

LINDSAY, D. S.; ZAJAC, A. M. The Biology and Control of Giardia spp and Tritrichomonas
foetus. Veterinary Clinics of North America: Small Animal Practice, v. 39, n. 6, p. 993-
1007, nov. 20009.

MARVULO, M. F. V. Zoonoses. In: CUBAS, Z.S.; DIAS, J.L.C.; SILVA, J.C.R. Tratado de
Animais Selvagens. Sdo Paulo: Roca; p. 1250-1256. 2007.

MENDEZ-HERMIDA, F. et al. Cryptosporidium and Giardia in wild otters (Lutra lutra).
Veterinary Parasitology, Volume 144, Issues 1-2, 15, p. 153-156. March, 2007.

ONICHANDRAN, S. et al. Waterborne parasites: a current status from the Philippines.
Parasites & Vectors, v. 28, n. 7, p. 244-251, 2014.

PEZZANI, B. C. et al. Prevalence of Cryptosporidium spp. in mammals of La Plata and its rural
areas. Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana, 35(4): p. 521-526. 2001.

REIS, N. R. et al. Mamiferos do Brasil: guia de identificagdo. Ed. 1° Technical Books
Editora. 2010, p.490.

SOARES, J. F. et al. Parasitismo por Giardia sp. e Cryptosporidium sp. em Coendou villosus.
Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 38, n. 2, p. 23-24, mar-abr. 2008.

STUART, P. et al. A coprological survey of parasites of wild carnivores in Ireland.
Parasitology Research Founded as Zeitschrift fur Parasitenkunde. Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, 12 July, 2013.

THOMPSON, R. C. A. et al. Parasites emerging disease and wildlife conservation.
International Journal for Parasitology, v. 40, n.10, p. 1163-1170, 2010.

WHITEMAN, C. W. et al. Interface entre carnivoros domesticos e silvestres em area de
protecdo ambiental na amazonia brasileira: indicadores e implicacBes para conservagao.
Natureza & Conservacao, Curitiba, v. 6, n. 1, p. 174-182, abr. 2008.

XIAO, L.; CAMA, V. Cryptosporidium and Cryptosporidiosis In: ORTEGA, Y. R. Foodborne
Parasites. Springer: US, 2006, p. 108.

XIAO, L.; FAYER, R. Molecular characterisation of species and genotypes of
Cryptosporidium and Giardia and assessment of zoonotic transmission. International Journal
Parasitology, Oxiford, v. 38, n. 11, p. 1239-1255, 2008.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304401706005401?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03044017
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03044017/144/1

AGRADECIMENTOS:

AN

(&

¥ A Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA).

DE CONTRIBLIGAD & CIENCIA E A& SAUDE

i | s0u0c

M- SECEETARIA DE VIGILANCIL EM SA0DE

D

CAPES

Ao Instituto Evandro Chagas (IEC).

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

92



93

7 CONSIDERACOES FINAIS

As informacdes sobre a ocorréncia de espécies de Cryptosporidium spp. e Giardia spp.
entre mamiferos silvestres no Brasil sdo reduzidas, especialmente nesse sentido, ndo existiam
dados de infecgdo por esses protozoarios na mastofauna no &mbito Amazonico, dessa maneira,
surgiu a proposta de avaliar a presenca desses patdgenos em populactes de mamiferos silvestres
cativos e de vida livre no Estado do Para.

Os resultados obtidos nesta pesquisa comprovaram a ocorréncia dos agentes
Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em diferentes espécies de mamiferos silvestres
procedentes da regido Amazénica do Estado do Para, Brasil. No estudo realizado em 140
amostras fecais, foi possivel observar a presenga de oocistos de Cryptosporidium spp. em
9,28% (13/140) e de cistos de Giardia spp. em 10% (14/140) animais, ao qual foi observado
que infeccdo concomitante para ambos 0s agentes tambem pode ocorrer.

As evidéncias de infecdo apresentadas no presente estudo possibilitam acreditar que tais
animais podem atuar como fontes de infeccdo para 0 homem, para outros animais e também
para 0 meio ambiente, destacando-se que pouco se sabe sobre o verdadeiro papel desses
mamiferos na disseminacdo como também na manutencéo de tais agentes zoonoticos. Destaca-
se que estudos moleculares adicionais sdo necessarios para elucidar o potencial patogénico e
zoonotico desses agentes no ambito regional.

Finalizando, faz-se referéncia que a presente tese & composta de trés artigos.

O 1° Artigo (Cryptosporidium spp. oocysts and Giardia spp. cysts in Coatis (Nasua
nasua L. 1766) from Para, Brazil), foi publicado na Revista Acta Veterinaria Brasilica, e trata
do primeiro relato de infeccdo por esses protozodarios nessa espécie silvestres na regido Norte
do Brasil.

O 2° Artigo (Cryptosporidium and Giardia in captive primates), foi submetido ao
periddico Journal of Medical Primatology. Este é um trabalho inédito e importante de estudo
envolvendo 76 espécimes de 13 espécies diferentes de primatas neotropicais mantidos cativos
em criatérios no Estado do Pard. Além disso, traz resultados importantes em técnicas de
laboratério com boa especificidade e sensibilidade que podem ser usadas para diagnosticar
esses agentes em sua forma clinica e subclinica.

O 3° Artigo (Cryptosporidium spp. e Giardia spp. em carnivoros silvestres do Estado
do Paréd — Brasil), sera submetido ao periédico Ciéncia Rural. Neste buscou-se investigar a
ocorréncia de Cryptosporidium spp e Giardia spp. em carnivoros silvestres procedentes de

diferentes municipios do Estado do Par4, abrangendo animais de cativeiro e de vida livre, o que
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possibilitou a geracdo de informagbes epidemiolégicas que podem contribuir para futuros
estudos sobre a salde Unica, que abrange meio ambiente, homens e animais, em especial, na
regido Amazonica.

Ademais, outros artigos cientificos que abordam a ocorréncia de Cryptosporidium spp.
e Giardia spp. estdo em fase de elaboracgéo, sendo que um desses aborda a infec¢do em peixe-
boi e o outro discorrerd sobre resultados moleculares cujo resultados ainda estdo sendo

processados.



