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OCORRENCIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Cryptosporidium spp.
EM CAPRINOS JOVENS DO MUNICIPIO DE QUIXADA-CEARA

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia da
infeccdo e realizar a caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp. em caprinos
jovens do municipio de Quixada, Ceard, Brasil. Participaram do estudo um total de
400 animais, com idade entre trés e 360 dias, com e sem padrao racial definido, nos
guais 154 eram machos e 246 fémeas, procedentes de 25 estabelecimentos rurais
distribuidos em trés circuitos. Amostras de fezes foram obtidas diretamente da
ampola retal dos cabritos e cadastradas de acordo com o aspecto e a coloracao.
Uma quantidade de 200 mg de cada amostra foi distribuida em microtubos de 2 mL
e congeladas “in natura” a -20 °C, até o momento das extracbes de DNA gendmico
do parasito com auxilio de kit comercial. Todas as amostras foram submetidas a
“‘Nested”-PCR para amplificacdo de fragmentos do gene da subunidade 18S RNA
ribossdmico. As positivas nesta amplificacdo foram testadas na “Nested”-PCR com
0s genes actina e HSP 70. As amostras que tiveram amplificacdo nesses trés genes
foram submetidas a “Nested’-PCR em triplicata e posterior sequenciamento nas
dire¢des “sense” e “anti-sense”. A ocorréncia da infeccédo por Cryptosporidium spp.
em cabritos de Quixada foi de 7,50% (30/400) e 64,00% (16/25) das propriedades
tinham cabritos positivos. O distrito Tapuiara foi o que apresentou maior numero de
animais positivos, e a frequéncia no periodo seco e chuvoso foi de 9,55% (19/199) e
5,47% (11/201), respectivamente (P = 0,1218). Das 30 amostras de fezes positivas,
50,00% (15/30) tinham aspecto normal e 70,00% (21/30) coloracdo normal,
sugerindo que cabritos assintomaticos eliminam oocistos no ambiente. N&o foi
observada positividade para Cryptosporidium spp. em animais com 301 a 360 dias.
Por meio do sequenciamento foi possivel identificar que as espécies do coccidio
detectadas nas fezes dos cabritos foram Cryptosporidium xiaoi, Cryptosporidium
ubiquitum e Cryptosporidium meleagridis. Diferentes espécies do protozoario estao
presentes em propriedades rurais do municipio de Quixada, Ceara, Brasil. Os
coccidios C. ubiquitum e C. meleagridis ja foram descritos infectando humanos. O
manejo sanitario, nutricional e reprodutivo adotado pelos caprinocultores e as
caracteristicas das propriedades nao representaram fator de risco para os cabritos
se infectarem pelo protozodrio.

Palavras-chave: actina, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium ubiquitum,
Cryptosporidium xiaoi, HSP 70, subunidade 18S rRNA
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OCCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Cryptosporidium
spp. IN GOATS KIDS IN THE TOWN OF QUIXADA — STATE OF CEARA

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the occurrence of infection and
perform molecular characterization of Cryptosporidium spp. in goats kids from the
town of Quixada — state of Ceara — Brazil. A total of 400 animals, 154 males and 246
females, with aged between three and 360 days, with and without defined breed,
from 25 farms distributed in three circuits, participated in this study. Stool samples
were obtained directly from the goats rectum and registered in accordance to their
appearance and coloring. An amount of 200 mg of each sample, were distributed in
micro tubes of 2 mL and frozen “in nature” at -20 °C until the moment of extraction of
the parasite genomic DNA using a commercial kit. All samples were submitted to
Nested-PCR to amplify fragments of 18S subunit of ribosomal RNA. The positives
samples in this amplification were tested in Nested-PCR with actin and HSP 70
genes. Samples that were amplified in these three genes were subjected to Nested-
PCR triplicate and subjected to sequencing in sense and anti-sense directions. The
occurrence of the infection by Cryptosporidium in goats kids of the town of Quixada
was 7.50% (30/400) and 64.00% (16/25) of the farms with positive goats. The
Tapuiara district showed the highest number of positive animals and the frequency in
dry and rainy period was 9.55% (19/199) and 5.47% (11/201), respectively (P =
0.1218). Considering 30 samples of positive stools, 50.00% (15/30) had normal
appearance and 70.00% (21/30) normal coloring, suggesting that asymptomatic
goats can eliminate oocysts in the environment. It was not observed positivity for
Cryptosporidium spp. in animals aged between 301 and 360 days. Through
sequencing, it was possible to identify that the species of coccidian found in the feces
of the goats are Cryptosporidium xiaoi, Cryptosporidium ubiquitum and
Cryptosporidium meleagridis. Different species of protozoa are present in rural farms
of Quixada — state of Ceara — Brazil. The C. meleagridis and C. ubiquitum protozoa
have been described infecting humans. Considering the health, nutritional and
reproductive management adopted by goat farmers, as well as the characteristics of
the property, any of these places presented risk factors for the goats kids infection by
the protozoan.

Keywords: actin, Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium ubiquitum,
Cryptosporidium xiaoi, HSP 70, subunit 18S rRNA
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1. INTRODUCAO

A exploragdo de caprinos vem se firmando como importante alternativa
pecuaria, gerando emprego e renda no Brasil (RIBEIRO; RIBEIRO, 2001,
CAVALCANTE et al., 2005), principalmente na regido Nordeste, onde estédo
concentrados 91,04% do rebanho caprino nacional (IBGE, 2011).

Nessa regido, os animais estéo distribuidos fundamentalmente em sistema de
producdo extensivo (CAVALCANTE et al., 2005), com predominio de animais sem
padréo racial definido (SPRD) que, em periodos criticos da seca, servem como fonte
de proteina animal de custo reduzido (SILVA et al., 2005).

Esses sistemas de criacdo, na maioria das vezes, possuem pouco
investimento financeiro, ndo adotam escrituracdo zootécnica (RIET-CORREA et al.,
2013) e apresentam inumeras falhas nos manejos reprodutivo, nutricional e sanitario,
com diagnostico tardio de agentes infecciosos, que ndo sédo controlados de maneira
apropriada (PINHEIRO et al., 2000; 2003; 2006).

Dentre esses agentes, destacam-se 0s protozoarios do género
Cryptosporidium, que possuem distribuicdo cosmopolita e ocorréncia da infeccao
variando de 0,00 a 67,70% (CASTRO-HERMIDA et al., 2005b; VENTURINI et al.,
2006; DOMINGO et al., 2012; PAM et al., 2013). Esses parasitos acometem caprinos
de qualquer faixa etaria, padrao racial e sexo, sendo mais comumente relatado em
cabritos com menos de cinco meses de vida (NOORDEEN et al., 2001).

Durante o desenvolvimento do ciclo de vida desses protozoarios, ha
destruicdo e atrofia das vilosidades intestinais, que causa uma reducéo da absorcéo
dos nutrientes, com consequente diarreia (SOLTANE et al., 2007; PARAUD;
CHARTIER, 2012), que pode prejudicar o desempenho produtivo dos animais
(AYANA; TILAHUN; WOSSENE, 2009) e gerar perdas econdmicas significativas
para os caprinocultores (VIEIRA et al., 1997; DE GRAAF et al., 1999).

Estudos sobre a presenca do parasito em rebanhos caprinos no Brasil sdo
escassos, principalmente na regido Nordeste, onde as condi¢cbes adversas do
ambiente durante a estacdo seca podem prejudicar a sobrevivéncia do parasito no

meio externo, revelando a necessidade de pesquisas que deem enfoque ao assunto.
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Além disso, a identificacdo das espécies e dos gendtipos de Cryptosporidium
que infectam animais tem importancia fundamental para a Satde Publica (FERES et
al., 2009), visto que algumas espécies apresentam potencial zoonaético. Diante disso,
este estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia da infecgdo e realizar a
caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp. em caprinos jovens do municipio

de Quixada, Ceara, Brasil.

2. REVISAO DA LITERATURA

A criptosporidiose tem emergido como causa significante de perdas
econOmicas diretas e indiretas na caprinocultura nacional e internacional (OLSON et
al., 1997; VIEIRA et al., 1997; VIEIRA, 1998; ZORANA; SOFIJA; SADRIZAJ, 2006)
por comprometer o desenvolvimento e a producéo de caprinos, devido a reducéo no
ganho de peso e na producado leiteira dos animais acometidos, especialmente
guando mantidos em sistema de criagdo com falhas nos manejos sanitario e
nutricional (FOREYT, 1990; VIEIRA et al., 1997; SOLTANE et al., 2007).

A ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em caprinos € menos
relatada em sistemas extensivos de criacdo (TEMBUE et al., 2006) e mais em
confinamento (BOMFIM et al.,, 2005; COSENDEY; FIUZA; OLIVEIRA, 2008;
GEURDEN et al., 2008) e os principais fatores de risco relatados séo as condi¢des
higiénico-sanitarias, como por exemplo, as fontes de agua contaminadas e acumulo
de fezes nas instalacées (CAUSAPE et al., 2002; BOMFIM et al., 2005).

As crias sdo mais susceptiveis ao parasitismo por Cryptosporidium spp. que
os adultos, sendo observado até 100,00% de morbidade e 50,00% de mortalidade
em diferentes rebanhos caprinos (ZORANA; SOFIJA; SADRIZAJ, 2006; PAVLOVIC
et al., 2010; DOMINGO et al., 2012; RIEUX et al., 2013; SANTIN, 2013). O local de
desenvolvimento do coccidio no intestino desses animais é a principal diferenca
encontrada em infec¢Bes experimentais e naturais (KOUDELA; JIRI, 1997).

Na infeccdo experimental, formas enddgenas do parasito foram detectadas na

borda das células do intestino delgado, principalmente associadas as vilosidades
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dos enterdcitos e raramente as criptas (KOUDELA; JIRI, 1997). Na natural, formas
enddgenas podem ser visualizadas no terco final do intestino delgado, ceco e cdlon,
sendo também observado aumento dos linfonodos mesentéricos (VIEIRA et al.,
1997; VIEIRA, 1998).

Tanto na infeccdo natural como na experimental ha desenvolvimento da
imunidade humoral especifica com producdo de anticorpos que apresentam acao
duradoura, que sdo capazes de bloquear os esporozoitos na borda das vilosidades
dos enterdcitos, proporcionando resisténcia contra a infeccdo (FAYER; PERRYMAN;
RIGGS, 1989; FAYER; GUIDRY; BLAGBURN, 1990; GREENBERG; CELLO, 1996;
MOSS et al., 2004; JOHNSON et al., 2004).

2.1. Historico e espécies de Cryptosporidium que infectam caprinos

A primeira descricdo do género Cryptosporidium, que significa pequenos
esporos ocultos, do grego “kryptos” = oculto (BOWMAN et al., 2006), foi em 1907,
em estudo realizado por Tyzzer com camundongos de laboratorio, sendo o parasito
denominado de Cryptosporidium muris (TYZZER, 1910). Em 1912, o mesmo autor
identificou Cryptosporidium parvum, que apresentava dimensfes diminutas quando
comparada a primeira.

Desde entdo, ocorreram relatos de diferentes espécies do parasito em
diversas regides do mundo infectando uma ampla variedade de hospedeiros
vertebrados, inclusive ruminantes e seres humanos (BARKER; CARBONELL, 1974;
FENG et al., 2007; KARANIS et al., 2007; MEIRELES et al., 2007; ARAUJO et al.,
2008; BRESCIANI et al., 2008; BORGES et al., 2009; FAYER; SANTIN, 2009;
NAKAMURA et al., 2009; FAYER; SANTIN; MACARISIN, 2010; LANGHOUT; REED;
FOX, 2010; SEVA et al.,, 2010; CARDONA et al., 2011; FIUZA et al., 2011;
TEIXEIRA et al., 2011; AYINMODE; FAGBEMI; XIAO, 2012; INACIO et al., 2012;
SILVERLAS et al., 2012; PAZ E SILVA; LOPES; ARAUJO-JUNIO, 2013; LI et al.,
2014; PAZ E SILVA et al., 2014).
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O primeiro relato da infeccdo por Cryptosporidium spp. em caprinos foi feito
por Mason, Hartley e Tilt (1981) na Austrdlia e no Brasil, a presenca do parasito
nesses hospedeiros foi registrada em 1997 por Vieira e colaboradores.

Na literatura estdo relatadas 30 espécies do género Cryptosporidium
(SLAPETA, 2013), destas as descritas isoladas em fezes de caprinos foram
Cryptosporidium parvum (CASTRO-HERMIDA et al., 2005a; CASTRO-HERMIDA;
GONZALES-WARLETA; MEZO, 2007; GOMA et al., 2007; GEURDEN et al., 2008;
QUILEZ et al., 2008; DOMINGO et al., 2012; RIEUX et al., 2013; KOINARI;
LYMBERY; RYAN, 2014), Cryptosporidium xiaoi (KARANIS; KOURENTI; SMITH,
2007; DIAZ et al., 2010; RIEUX et al., 2013; KOINARI; LYMBERY; RYAN, 2014;
WANG et al., 2014), Cryptosporidium ubiquitum (FAYER; SANTIN; MACARISIN,
2010; LI et al., 2014; PARAUD et al., 2014; WANG et al., 2014), Cryptosporidium
hominis (GILES et al., 2009; KOINARI; LYMBERY; RYAN, 2014) e Cryptosporidium
andersoni (WANG et al., 2014).

Dentre as espécies do coccidio que acometem caprinos, C. parvum tem sido
relatado como o principal agente causador de diarreia neonatal em cabritos
(ROBERTSON, 2009; XIAO, 2010; PARAUD; CHARTIER, 2012), apresentando
maiores complicacbes quando presente em infec¢cdes simultdneas com rotavirus,
Eimeria spp. (SANFORD et al., 1991) e Escherichia coli (COELHO, 2011).

2.2. Agente etioldgico e ciclo de vida

Coccidios do género Cryptosporidium pertencem ao Filo Apicomplexa, Classe
Sporozoae, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida, Subordem Eimeriina e Familia
Cryptosporidiidae (LEVINE, 1980; PLUTZER; KARANIS, 2009), apresentam
localizacdo intracelular e extracitoplasmatica ou epicelular (MARCIAL; MADARA,
1986) e parasitam o0 apice das vilosidades das células intestinais de seus
hospedeiros vertebrados, onde completam seu ciclo de vida monoxeno (FORTES,
2004; XIAO et al., 2004).
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O ciclo de vida enddgeno se inicia com a ingestdo de oocistos esporulados
pelo hospedeiro, que se rompem quando chegam ao intestino, liberando os
esporozoitos, que penetram nas vilosidades dos enterdcitos, levando a formacéao do
vacuolo parasitoforo, que possui trés membranas que pertencem ao coccidio e duas
ao hospedeiro (MARCIAL; MADARA, 1986; FORTES, 2004).

O vacuolo parasitoéforo proporciona ao parasito acesso absoluto as reservas
nutricionais da célula hospedeira. Além de protegé-lo do sistema imune celular e da
luz intestinal, que apresenta condi¢des adversas para sua sobrevivéncia (MARCIAL,;
MADARA, 1986; THOMPSON; PALMER; O'"HANDLEY, 2008). Ap6s a formacéao
desse vacuolo, inicia-se a reproducdo assexuada ou merogonia, com O
desenvolvimento de duas geragcOes de esquizontes (FORTES, 2004; XIAO et al.,
2004).

Ocorrem trés divisbes nucleares, nas quais sao liberados oito e quatro
merozoitos, que irdo gerar os merontes do tipo | e ll, respectivamente. Os quatro
merozoitos da segunda merogonia dardo inicio a reproducdo sexuada ou
esporogobnica, com formacao de micro e macrogametécitos, que originam oS micro e
macrogametas, respectivamente (TZIPORI; GRIFFTHS, 1998).

Os macrogametas, quando fecundados pelos microgametas, formam o zigoto
ou oocisto, que podem ser de parede Unica e delgada ou de parede dupla e espessa
e a esporulacéo ocorre dentro do hospedeiro. Os oocistos de parede fina, cerca de
20,00% dos oocistos gerados, sdo responsaveis pela autoinfeccdo, que pode
resultar em enfermidade grave capaz de se estender por longo periodo de tempo
(FORTES, 2004; PUGH, 2004; THOMPSON; PALMER; O"HANDLEY, 2008).

Aproximadamente 80,00% dos oocistos gerados, podem ser de parede dupla
e espessa, medem de quatro a seis micrometros e sdos eliminados esporulados nas
fezes. Possuem quatro esporozoitos sem esporocisto e, quando chegam ao
ambiente, infectam caprinos e outros hospedeiros vertebrados (MASON; HARTLEY;
TILT, 1981; FAYER; MORGAN; UPTON, 2000; HUBER; BOMFIM; GOMES, 2004;
THOMPSON; PALMER; O'"HANDLEY, 2008; GILES et al., 2009).

Em condicBes experimentais, cabritos com diarreia comecam a evacuar
oocistos no ambiente a partir do quarto dia pos-infec¢cdo (Pl), com reducdo na

eliminacéo aos sete dias Pl, permanecendo até o 12° dia (KOUDELA; JIRI, 1997).
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Em infec¢des naturais, essa persisténcia pode chegar até o 21° dia. Adultos também
podem excretar oocistos, principalmente no periodo periparto (CASTRO-HERMIDA
et al., 2005a; PARAUD; CHARTIER, 2012).

Noordeen et al. (2002) relatam que os oocistos quando conservados em
dicromato de potdssio a 2,50%, em temperatura de 4 °C, ap0s seis meses de
armazenamento, podem causar infeccdo quando inoculados experimentalmente em
cabritos e camundongos de laboratério.

Os oocistos apresentam elevada resisténcia a varios agentes quimicos, como
a concentracdo de cloro utilizada para tratamento de agua (XIAO et al., 2004), e as
condi¢cbes ambientais (BARTA; THOMPSON, 2006; KING et al., 2008), podendo
sobreviver por longos periodos fora do hospedeiro em condi¢cdes de temperatura e
umidade adequados (PAVLOVIC et al., 2010).

Essa resisténcia advém de uma complexa barreira de protecédo, constituida de
dupla camada de lipoproteinas e carboidratos, que atribuem rigidez a sua parede
dupla e espessa (THOMPSON; PALMER; O'HANDLEY, 2008; PLUTZER,
KARANIS, 2009), o que é de grande importancia para a dispersao, a sobrevida e a
infectividade do parasito (SILVA, 2004; 2009).

O tempo de sobrevivéncia dos oocistos de Cryptosporidium spp. pode ser
reduzido por congelamento, dessecacéo, exposicdo a luz ultravioleta e variacdes de
temperatura (SMITH; NICHOLS, 2010). Os oocistos também sdo sensiveis ao
o0zo6nio e a temperaturas de 55°C por 30 segundos ou de 70°C por cinco segundos
(FUJINO et al., 2002).

2.3. Transmissao para caprinos

A principal porta de entrada para a infec¢do de caprinos é a oral, por meio da
ingestdo dos oocistos esporulados em agua ou alimentos contaminados (PARAUD;
CHARTIER, 2012).

Desta forma, atuam como meio de transmissdo os alimentos, 4gua, solo e

ambientes com residuos fecais de animais e/ou de humanos que contenham formas
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evolutivas infectantes (SLIFKO; SMITH; ROSE, 2000; CAREY; LEE; TREVORS,
2004; BOMFIM et al., 2005; KARANIS et al., 2007; BOUZID; STEVERDING; TYLER,
2008; DIAS et al.,, 2008; XIAO; FAYER, 2008; SARI et al., 2009; CUMMINS;
KENNEDY; CORMICAN, 2010; SMITH; NICHOLS, 2010).

Um aumento na eliminacdo de oocistos durante o periparto e longos periodos
de excrecao por caprinos assintomaticos podem aumentar a probabilidade de que
esses animais atuem como fontes de infec¢do para outros hospedeiros susceptiveis
(NOORDEEN et al., 2001; SANTIN, 2013).

Animais ndo parasitados mantidos em baias separadas de cabritos inoculados
experimentalmente, mas em instalacbes préximas, podem ser acometidos
naturalmente em até oito dias apos a infeccdo experimental, demonstrando a
elevada infectividade do parasito e que mesmo em boas condi¢cdes de higiene ha
rapida transmissao, visto que o parasito € muito leve e pode ser disperso pelo ar
faciimente (KOUDELA; JIRI, 1997).

2.4. Ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em caprinos

Estudos em diferentes regibes do planeta revelam que a ocorréncia da
infeccdo por Cryptosporidium spp. em caprinos varia entre abaixo de 5,00% e acima
de 35,00%, com média de 15,00% (ROBERTSON, 2009). Em pesquisas na Poldnia
e Etiopia ndo foram encontrados cabritos infectados com esse protozoario
(MAJEWSKA et al., 2000; AYANA; TILAHUN; WOSSENE, 2009).

Na Franca a ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. no rebanhos
rebanhos estudados variou de 0,00 a 20,00%, com frequéncia individual de 2,50%
(CASTRO-HERMIDA et al., 2005b; DELAFOSSE et al., 2006).

Em pesquisas realizadas na China, a ocorréncia foi de 3,48% (WANG et al.,
2014). Na Papua-Nova Guiné, de 4,40% (KOINARI; LYMBERY; RYAN, 2014). Na
Zambia, de 4,80% (GOMA et al., 2007). No Brasil, de 4,80% (BOMFIM et al., 2005) e
16,66% (COELHO, 2011).
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Na Espanha foi de 9,00% (CASTRO-HERMIDA; GONZALES-WARLETA;
MEZO, 2007). Na Bélgica, de 9,50% (GEURDEN et al., 2008). Nas Filipinas, de
18,00% (DOMINGO et al., 2012). Na Nigéria, de 24,00% (PAM et al., 2013). No Sri
Lanka, de 28,50% (NOORDEEN et al., 2000). Na Sérvia, de 31,80% (ZORANA,;
SOFIJA; SADRIZAJ, 2006) e na Argentina, de 67,70% (VENTURINI et al., 2006).

2.5. Patogenia, sinais clinicos e patologia em caprinos

A intensidade da infeccdo por Cryptosporidium spp. depende principalmente
do estado imunoldgico e da idade do hospedeiro vertebrado (VIEIRA et al., 1997; DE
GRAFF et al.,, 1999; SILVA et al., 1999; FAYER; MORGAN; UPTON, 2000;
NOORDEEN et al., 2002; PAVLOVIC et al., 2010).

O periodo pré-patente e o patente em cabritos inoculados experimentalmente
com 6x10° oocistos sdo de quatro e oito dias, respectivamente (KOUDELA; JIRI,
1997), e com 1x10° oocistos, sdo de cinco e 13 dias, respectivamente. Em alguns
casos, ap6s momentos em que o diagnostico parasitoloégico em fezes apresenta
resultado negativo, podem reaparecer oocistos nas fezes (SILVA et al., 1999).

A manifestacdo clinica pode variar de assintomatica a grave, que
ocasionalmente culmina em o6bito. O sinal mais comum € a diarreia, que coincide
com o periodo de maior eliminacdo dos oocistos (NOORDEEN et al., 2002). Os
adultos acometidos normalmente ndo apresentam sinais clinicos e podem excretar
essas formas infectivas, servindo como fonte de infeccéo para cabritos (NOORDEEN
et al., 2000; 2002; PARAUD; CHARTIER, 2012; SANTIN, 2013).

Em crias com idade inferior a 30 dias, o quadro mais comumente observado é
diarreia aguda (FOREYT, 1990; VIEIRA et al., 1997; DE GRAAF et al., 1999; PUGH,
2004; ZORANA; SOFIJA; SADRIZAJ, 2006), que ocorre durante cinco a 20 dias
(PARAUD; CHARTIER, 2012). A diarreia provocada pelo parasito tem aspecto
pastoso, coloracdo amarelada a marrom-amarelada (MASON; HARTLEY; TILT,
1981; SANTIN, 2013).
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No decorrer da infeccao, a diarreia pode se tornar aquosa, sendo eliminada
em forma de jatos (VIEIRA et al., 1997; VIEIRA, 1998). Também podem ser
observadas desidratacéo, prostracdo, anorexia, perda de peso e apatia (SANTIN,
2013), a principio sem perda de apetite (KOUDELA; JIRI, 1997; VIEIRA et al., 1997;
VIEIRA, 1998).

Em infeccdo experimental, pode ser notada reducéo no apetite e depressao
em 72h PIl. Inicialmente as fezes s@o aquosas, apresentam muco e a coloracéo
variando entre marrom e amarela, com uma duracdo média de diarreia de 4,2 dias
(KOUDELA; JIRi, 1997). Nesse periodo pode haver aumento na temperatura
corporal e desidratacdo. No final da infeccdo, apresentam aspecto pastoso e
amarronzado (SILVA et al., 1999).

Em exame histopatolégico do intestino de cabritos aos 12 dias PI
experimental, foi observada infiltragdo inflamatoria com numerosas células
mononucleares (SILVA et al., 1999) e neutrofilos no epitélio das vilosidades e l[amina
propria do jejuno e do ileo. Na microscopia eletrbnica pode ser observada
hiperplasia da cripta, atrofia e destruicdo das vilosidades, além de fusdo dessas
estruturas (KOUDELA,; JIRI, 1997; NOORDEEN et al., 2002).

2.6. Diagndéstico

Muitas ferramentas tém sido empregadas na identificacdo de Cryptosporidium
spp., € as mais comumente utilizadas sdo a microscopia com contraste de fase
utilizando métodos de concentracdo de protozoarios em fezes como “Sheather”’ e
agua-tween-éter (GARCIA et al., 1983; FEITOSA et al.,, 2008; TEIXEIRA et al.,
2011), de contraste com verde malaquita (ELLIOT; MORGAN; THOMPSON, 1999) e
de coloracdo como a safranina azul de metileno (BAXBY; BLUNDELL; HART, 1984)
ou a fucsina-carbdlica no “Ziehl-Neelsen” modificado (HENRIKSEN; POHLENZ,
1981) e no “Kinyoun” (ZORANA; SOFIJA; SADRIZAJ, 2006).

Essas técnicas possuem a vantagem de serem mais baratas e de facil

execucao que os imunologicos e os moleculares (MAGI et al., 2006; WEISEL et al.,
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2006), porém apresentam como desvantagem a baixa sensibilidade, com
possibilidade de resultados falso-negativos (CASEMORE, 1991), visto que o0s
oocistos do parasito apresentam dimensfes diminutas, sendo dificiimente
observados nos esfregacos fecais apés coloragédo (FAYER, 2010).

Os protozoarios do género Cryptosporidium também podem ser
diagnosticados por reacédo de imunofluorescéncia direta (ZIMMERMAN; NEEDHAM,
1995; BIALEK et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2011) e testes comerciais
imunoenzimaticos com anticorpos que detectam o antigeno nas fezes (JOHNSTON
et al., 2003).

Esses estes apresentam como vantagens melhores resultados de
especificidade e sensibilidade quando comparados aquelas ferramentas de
identificagdo que utilizam a microscopia (ARROWOOD; STERLING, 1989;
ZIMMERMAN; NEEDHAM, 1995; JOHNSTON et al. 2003) e como desvantagem o
alto custo para aquisicao (BIALEK et al., 2002).

Com a biologia molecular para caracterizacdo de Cryptosporidium € possivel
identificar espécies, genotipos e subtipos do coccidio (FAYER; MORGAN; UPTON,
2000). Dentre esses, destaca-se a reacdo em cadeia de polimerase “Nested”
(“Nested’-PCR), na qual s&o utilizados dois pares de “primers”, ocorrendo
primeiramente uma amplificacdo do material genético alvo e posteriormente uma
reamplificacdo, elevando a sensibilidade do teste (XIAO et al., 1999; 2000).

Para identificacdo das espécies ou genotipos de Cryptosporidium sdo mais
utilizados “loci” conservados da subunidade 18S RNA ribossémico (rRNA) e da
proteina “heat-shock” de 70kDa (HSP 70). Também sé&o utilizados “loci” da proteina
de parede de oocisto (COWP), B-tubulina e da actina (XIAO et al., 1999; SULAIMAN;
LAL; XIAO, 2002; CARVALHO, 2008). O que permite uma compreensdo mais
detalhada sobre a variedade genética do parasito e o0 entendimento das diversas

apresentacdes clinicas da enfermidade (SANTIN, 2013).
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2.7. Prevencéo da criptosporidiose para caprinos

Cabritos sem tratamento adequado podem vir a ébito apds uma semana do
aparecimento dos sinais clinicos ocasionados pela criptosporidiose (VIEIRA et al.,
1997), e como ndo existem farmacos considerados efetivos contra o protozoario
(NOORDEEN et al., 2000), medidas higiénicas e sanitarias devem ser adotadas com
o intuito de impedir a transmissdo do parasito (TEMBUE et al., 2006; FERES et al.,
2009).

Desta forma, as fezes e as camas devem ser recolhidas das instalagbes com
frequéncia e armazenadas em locais a que 0s caprinos nao tenham acesso (DE
GRAFF et al., 1999), como esterqueiras e biodigestores.

Caprinos infectados podem excretar niveis moderados a elevados de
oocistos. Sendo assim, propriedades proximas a rios, lagos e outras fontes de agua
superficiais devem evitar que o material fecal proveniente desses animais contamine
esses recursos hidricos, pois estes podem transportar oocistos e servir como meio
de transmissao para seres humanos e outros animais (NOORDEEN et al., 2012).

Como meétodos de prevencdo deve-se isolar os animais que apresentam
diarreia, promover o manejo alimentar adequado e a limpeza de mamadeiras e
comedouros. Também é necessaria a separacdo de animais por faixa etaria e
realizar limpeza de instalacdes com o uso de calor umido e desinfetantes quimicos
como amonia quaternaria, hipoclorito de sédio a 2,5% e evitar superlotacdo (DE
GRAFF et al., 1999; CAUSAPE et al., 2002; BOMFIM et al., 2005; ZORANA,;
SOFIJA; SADRIZAJ, 2006; PAVLOVIC et al., 2010).

O fornecimento de quantidades adequadas de colostro aos cabritos apds o
nascimento pode ajudar a minimizar os indices de morbidade e mortalidade em
rebanhos com criptosporidiose, visto que cabritos nos primeiros meses de vida sao
totalmente dependentes das imunoglobulinas adquiridas pelo colostro (DE GRAFF et
al., 1999; FAYER; MORGAN; UPTON, 2000; PAVLOVIC et al., 2010; NOORDEEN
et al., 2012).

Os veterinarios desempenham papel importante ao aplicar as estratégias

necessarias para prevenir infec¢des futuras por Cryptosporidium, evitando assim
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grandes perdas e a transmissdo do parasito para seres humanos (ZORANA;
SOFIJA; SADRIZAJ, 2006).

Noordeen et al. (2012) acreditam que, no futuro, o controle da criptosporidiose
poderad ser condicionado a uma associacdo entre imunoterapia e terapia com

farmacos seletivos que tenham atividade parcial contra o parasito.

2.8. Importancia em Saude Publica

A criptosporidiose em humanos & cosmopolita e tém sido descrita tanto em
individuos imunocompetentes como em imunossuprimidos (FRANCO, 2007). As
criangas, os portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), os pacientes em
guimioterapia ou os que fazem uso de medicacdo imunossupressora sdo 0S mais
susceptiveis a infeccdo por Cryptosporidium spp. (XIAO; FAYER, 2008; FAYER,
2010).

Essa enfermidade foi incluida na Iniciativa das Doencas Negligenciadas da
Organizacdo Mundial da Saude (“World Health Organisation Neglected Diseases
Initiative”) por sua estreita relacdo com pessoas de baixo poder aquisitivo, condicdes
de higiene precarias e péssima qualidade da agua consumida (SAVIOLI; SMITH;
THOMPSON, 2006).

Uma atencao maior foi dada a veiculacdo hidrica de Cryptosporidium, apés o
surto Milwaukee, Wisconsin, Estados Unidos, em 1993, que envolveu 403.000
pessoas que apresentavam diarreia. Dessas, 285 tiveram confirmacéo laboratorial
do parasito em amostras fecais (MAC KENZIE et al.,, 1994). No Brasil, a
criptosporidiose em humanos ndo é de notificacdo compulséria, contudo os surtos
devem ser informados a vigilancia epidemiolégica local, regional e central (BRASIL,
2010).

Vérias espécies do coccidio tém sido descritas infectando humanos e a
classificacdo dessas e de seus genétipos tem importancia fundamental para a
Saude Publica (FERES et al., 2009; PLUTZER; KARANIS, 2009) e as principais
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espécies do parasito incriminadas nos surtos em humanos com veiculacdo hidrica
s&o C. parvum e Cryptosporidium hominis (CACCIO et al., 2005; FRANCO, 2007).

Dentre as espécies do coccidio relatadas na literatura, aquelas que
apresentam carater zoonético sdo Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium
felis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium cuniculus, Cryptosporidium suis,
Cryptosporidium fayeri, Cryptosporidium scrofarum, Cryptosporidium viatorum,
Cryptosporidium pestis, C. muris, C. parvum, C. andersoni e C. ubiquitum
(THOMPSON, 2000; ABE; KIMATA; ISEKI, 2002; CACCIO et al., 2002; MONIS;
THOMPSON, 2003; PENG et al., 2003; FAYER, 2004; XIAO et al., 2004; CACCIO et
al., 2005; CASTRO-HERMIDA; GONZALES-WARLETA; MEZO, 2007; GEURDEN et
al., 2008; QUILEZ et al., 2008; XIAO; FENG, 2008; PLUTZER; KARANIS, 2009;
FAYER; SANTIN; MACARISIN, 2010; XIAO, 2010; PARAUD; CHARTIER, 2012;
SILVERLAS et al., 2012; CACCIO et al, 2013; SLAPETA, 2013; KOINARI;
LYMBERY; RYAN, 2014; Ll et al., 2014).

3. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia da infeccao e realizar a
caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp. em caprinos jovens do municipio

de Quixada, Ceara, Brasil.

3.1. Objetivos especificos

Inicialmente, buscou-se estimar a ocorréncia da infeccéo por Cryptosporidium
spp. em caprinos jovens do municipio de Quixada, Ceara.
Avaliar a infeccdo nos periodos seco e chuvoso e a distribuicdo espacial do

namero de animais positivos nas propriedades rurais, nos distritos e nos circuitos.
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Identificar se as variaveis relativas aos animais, como sexo, raca e faixa
etaria, bem como a coloracdo e o aspecto das fezes, possuem associacdo com a
presenca do parasito nas amostras fecais.

Num segundo momento, identificar por meio do sequenciamento a espécie do
parasito detectada nas amostras de fezes de cabritos que apresentaram
amplificacdo de fragmentos de DNA de Cryptosporidium spp. nas “Nested”-PCR,
com os genes da subunidade 18S rRNA, actina e HSP 70.

Por ultimo, objetivou-se descobrir se os tipos de sistemas de cria¢do adotados
em propriedades rurais de Quixada, Ceara, bem como algumas medidas de manejo
sanitario, nutricional e reprodutivo, representam fator de risco para ocorréncia da

infecgéo pelo coccidio.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e amostra

O estudo teve aprovacdo na Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista-
“‘Julio de Mesquita Filho”, Jaboticabal, SP, com o Protocolo n°® 014465/12 e foi
realizado em criacdes caprinas do municipio de Quixada, Ceara, Brasil.

Quixada tem uma populacéo de 80.605 habitantes numa area de 2.020 Km? e
rebanho caprino de 9.750 animais distribuidos em 469 propriedades, o que
representa 0,96% do rebanho Cearense (IBGE, 2011). Esta localizada na regiao
semiarida dos Sertbes cearenses, a 04° 58 15” de latitude Sul e 39° 00’ 54” de
longitude Oeste, altitude de 189 m e possui uma distancia da capital Fortaleza de
167 Km.

A pluviosidade média no municipio € de 838,1 mm/ano, com temperatura

elevada ao longo do ano, tendo média de 26,7 °C e umidade relativa do ar de 70%.
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O clima na regi&o é caracterizado por um periodo chuvoso de janeiro a junho e um
seco de julho a dezembro.

Para obtencdo do nimero amostral, foi adotada uma distribuicdo normal, com
5,00% de significancia, considerando-se o grau de confianca de 95,00% (Z = 1,96) e
prevaléncia esperada de 50,00%, conseguindo-se assim o valor maximo da amostra.
Primeiro estimou-se o numero de individuos sem levar em consideragédo o tamanho

da populagéo, empregando-se a férmula:

Em que:

n’ = numero de individuos da amostra sem levar em consideracdo o tamanho
da populacgéo

p = prevaléncia esperada de 50,00%

qa=(1-p)

Z = valor que corresponde ao grau de confianca de 95,00% (Z = 1,96)

d = erro admitido de 5,00%

Levando em consideracdo o tamanho da populacédo, o valor foi corrigido por

meio da férmula

_ N.n'
CN+n

n

Em que:

n = namero de individuos da amostra levando em consideracdo o tamanho da
populacéo

n’ = numero de individuos da amostra sem levar em consideracdo o tamanho
da populacéo

N = tamanho da populacao de caprinos em Quixada, CE, de 9.750 animais

Desta forma, obteve-se um total de 371 caprinos, porém esse valor foi
aproximado para 400 animais. Foi adotado o critério de amostra ndo probabilistica

intencional, com coletas de fezes somente de crias. Para o calculo do nimero de
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propriedades, foi dividido o tamanho da populagéo pelo numero de estabelecimentos
rurais de Quixada, CE (9.750 animais /469 criadouros), conforme informacdes do
site do IBGE em 2011.

O numero médio de animais por propriedade foi de aproximadamente 21.
Posteriormente o tamanho amostral foi dividido por este valor (400/21), sendo
alcancado um resultado de 19 fazendas. Como muitas propriedades ndo possuiam
mais de 20 animais aumentou-se 0 numero de estabelecimentos rurais que
participariam da pesquisa para 25, desta forma, sendo necessarios em média 16
cabritos em cada uma.

Com auxilio de informacbes sobre os produtores rurais do municipio,
fornecidas pela Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Ceara
(EMATERCE) unidade de Quixada, foi possivel identificar quais distritos possuiam
mais propriedades. Os mais representativos foram agrupados em trés circuitos
(Figura 1) e para escolha dos proprietarios optou-se por sorteio aleatorio.

O circuito um (C1) englobou os distritos California (n = 5 propriedades), Daniel
de Queiroz (n = 1) e Sdo Joao dos Queirozes (n = 3). No circuito dois (C2) estavam
os distritos Cip6 dos Anjos (n = 6), Novo Contrato (n = 1) e Tapuiara (n = 2), cada
um desses circuitos corresponderam a 36,00% das propriedades; e o circuito trés
(C3) Juatama (n = 1), Riacho Verde (n = 1) e Sede (n = 5), que equivale a 28,00%
dos estabelecimentos rurais.

Para coleta das amostras foram realizadas viagens em dois momentos, o
primeiro no periodo de novembro a dezembro de 2012 (n = 199 cabritos ao todo),
caracterizando a estacao seca (Figura 2) na regido, com precipitacdo pluviométrica
média de 0,0 mm, na ocasido foi aplicado um termo de consentimento livre e
esclarecido (Apéndice A) e um questionario epidemioldgico (Apéndice B) a cada
produtor, que englobava perguntas sobre sistema de producdo, manejo nutricional,
reprodutivo e sanitario que eram adotados na estacao seca e na chuvosa.

Num segundo momento, foram realizadas coletas de fezes de um total de 201
caprinos jovens, em maio de 2013, que corresponde a estacdo chuvosa (Figura 2),
com precipitacdo pluviométrica média de 150,7 mm (FUCEME, 2014), nas mesmas
25 propriedades visitadas durante a estacdo seca, para que fosse possivel

completar o total de 400 animais necessarios no estudo.
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Figura 1. Localizacdo do municipio de Quixada, no Ceara, e dos trés circuitos (C1,

C2 e C3) em que foram realizadas coletas para obter a ocorréncia de

Cryptosporidium spp., no periodo de novembro

de 2012 a maio de 2013.

Fonte: Adaptado de Viana et al. (2009), com auxilio do programa MaplInfo®
verséo 7.5.

Figura 2. llustracdo da estacdo seca (a) durante periodo de novembro e dezembro

de 2012, com precipitacdo pluviométrica média de 0,0 mm e chuvosa (b)
em maio de 2013, com média de 150,7 mm, em uma propriedade rural do

municipio de Quixadéa, Ceara.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Os cabritos que tiveram fezes coletadas em novembro a dezembro de 2012
ndo participaram das coletas em maio de 2013, desta forma ndo houve repeticdo
dos animais, sendo que os 400 animais que participaram do estudo eram diferentes
uns dos outros.

Nas visitas de novembro a dezembro de 2012, foram obtidos os pontos de
localizagdo geogréfica (latitude e longitude) com auxilio de GPS e-Trex modelo Vista
(Garmin®, Kansas, Estados Unidos), para a confeccdo dos mapas de distribuicdo
espacial do numero de animais positivos para Cryptosporidium spp. com auxilio do

programa MapInfo® Professional vers&o 7.5.

4.2. Coletas das amostras de fezes e processamento

Foram realizadas coletas de fezes diretamente da ampola retal de 400 cabritos,
machos e fémeas, com idade entre trés e 360 dias, com padrédo racial definido
(CPRD) e sem padrao racial definido (SPRD).

As amostras de fezes, obtidas diretamente da ampola retal, foram
armazenadas em sacos plasticos individuais devidamente identificados, refrigeradas
e enviadas ao Laboratério de Parasitologia da Embrapa Caprinos e Ovinos em
Sobral, Ceara, onde foram cadastradas de acordo com o aspecto e a coloracao.

De acordo com o aspecto (Apéndice C, Figura Cl), as fezes foram
classificadas em “grude” (A1); cibalas (A2); diarreia (A3); amolecida (A4) e
ressecada (A5). Com relacéo a coloracédo (Apéndice C, Figura C2) em normal (V1);
verde (V2); verde-amarelada (V3); amarelada (V4) e marrom com muco laranja (V5).
Posteriormente 200 mg de cada amostra foram distribuidos em duplicata em
microtubos graduados de dois mililitros (mL) e congelados a -20 °C “in natura”.

Uma aliquota de fezes congelada a -20 °C de cada animal foi encaminhada ao
Laboratério de Ornitopatologia da FMVA/UNESP, para a extracdo de DNA gendmico
de Cryptosporidium spp. com auxilio do “QlAamp DNA Stool Mini Kit (50)” (Cat. N°
51504, Qiagen®, Valencia, Califérnia, Estados Unidos).
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As amostras foram descongeladas, adicionadas do tampdo ALT fornecido no
kit e submetidas a cinco ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento a 99 °C em termomixer digital, modelo Thermomixer compact
(Eppendorf®, Hamburg, Germania). Posteriormente, foi seguido o protocolo descrito
pelo fabricante. O DNA extraido foi armazenado a —20 °C até o momento da
“‘Nested”-PCR (nPCR).

4.3. “Nested”-PCR com amplificacdo dos genes 18S rRNA, actina e HSP
70 de Cryptosporidium spp.

Para amplificacdo de fragmentos da subunidade 18S RNA ribossoémico
(rRNA) na nPCR, foi utilizada metodologia descrita por Xiao et al. (2000), com o0s
“Primer” “forward” 1 (F1) 5 TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3’ e “Primer” “reverse”
1 (R1) 5 CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’, com amplificagdo de produto de
1.325 pares de base (pb) na reacao primaria e “Primer” “forward” 2 (F2) 5° GGA AGG
GTT GTATTT ATT AGA TAA AG 3’ e “Primer” “reverse” 2 (R2) 5 AAG GAG TAA
GGA ACA ACC TCC A 3 e produto de 826-840 pb na reacdo secundaria. Esses
oligonucleotideos iniciadores amplificam fragmentos de DNA de todas as espécies e
genotipos de Cryptosporidium conhecidos.

Uma solucdo com volume final de 25 pL foi preparada contendo 2,5 pyL de
tampéo para PCR 1x, Cloreto de Magnésio (MgCl,) a 2,0 mM, 200 uM de cada
desoxirribonucleotideo, 200 nM de cada oligonucleotideo iniciador, 0,6 pg/uL de
albumina sérica bovina (BSA), 0,5 U de Tag DNA polimerase (Cat. N° D4184,
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) e 2,5 pL de DNA-alvo, n&o
guantificado. Para preparo dos reagentes da reacdo secundaria foram utilizadas as
mesmas quantidades, porém ndo foi usada a BSA (Cat. N° B8667, Sigma-Aldrich®,
St. Louis, Missouri, Estados Unidos).

Para controle positivo (C+) foram utilizados 2,5 yL de DNA previamente
identificado como Cryptosporidium serpentis e como controle negativo (C-) 2,5 uL de

agua ultrapura no lugar do DNA-alvo. As amostras foram submetidas a desnaturagéo
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inicial do DNA a 95°C por trés minutos, seguida de 39 ciclos, cada um consistindo
em desnaturacéo por 45 segundos a 95°C, 45 segundos de anelamento a 55°C e 60
segundos de extens&do a 72°C, com extenséo final a 72°C por sete minutos. Na
reacdo secundaria foi repetida essa programacdo (XIAO et al., 2000). As duas
reacdes de nPCR ocorreram em termociclador Real-Plex?, modelo mastercycler
epgradient S (Eppendorf®, Hamburg, Germania).

ApOs a segunda reacdo de nPCR, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (Cat. N° A9539, Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
Estados Unidos) a 1,5% com 5 uL de brometo de etidio. Em cada gel foi utilizado o
C+ de C. serpentis, o C- e o0 marcador molecular de 100 pb (Cat. N° 15628-019,
Invitrogen™, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos). A corrida foi realizada a 100 V
por 45 minutos, utilizando-se aparelho Power Pac 3000 (Bio-rad®, Hercules,
Califérnia, Estados Unidos).

Os fragmentos amplificados foram visualizados com auxilio de aparelho que
emitia luz ultravioleta (UV), e aquelas amostras que apresentaram bandas com
aproximadamente 840 pb foram consideradas positivas para Cryptosporidium spp. e
submetidas a nPCR com os genes actina (ACT) e da proteina “heat-shock” de
70kDa (HSP 70), que sao mais polimérficos, para dar mais confiabilidade ao
diagnaostico das espécies do parasito por meio do sequenciamento.

Para amplificacdo de fragmentos do gene ACT foi utilizada metodologia
descrita por Sulaiman, Lal e Xiao (2002), com os oligonucleotideos iniciadores F1 5’
ATG RGW GAA GAA GWA RYW CAAGC 3 e R15 AGA ARC AYT TTC TGT GKA
CAA 3, com amplificagdo de produto de 1095 pb na reacdo primaria e F2 5 CAA
GCW TTR GTT GTT GAY AA3 e R25 TTT CTG TGK ACA ATW SWT GG 3’ na
reacao secundaria com produto de 1066 pb.

Uma solucdo com volume final de 25 pL foi preparada contendo 2,5 pL de
tampéo para PCR 1x, MgCl, a 2,5 mM, 200 uM de cada desoxirribonucleotideo, 200
nM de cada oligonucleotideo iniciador, 0,6 pg/uL de BSA (Cat. N° B8667, Sigma-
Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos), 0,5 U de Taq DNA polimerase (Cat.
N° D4184, Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) e 2,5 pL de DNA-
alvo, ndo quantificado. Para preparo dos reagentes da reacdo secundaria foram

utilizadas as mesmas quantidades, porém nao foi usada a BSA. Para C+ foi utilizado
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2,5 UL de DNA de C. serpentis e como C- 2,5 uL de agua ultrapura no lugar da
amostra de DNA.

Na reacdo priméria as amostras foram submetidas a desnaturagéo inicial do
DNA a 94°C por cinco minutos, seguida de 35 ciclos, cada um consistindo em
desnaturacdo por 45 segundos a 94°C, anelamento a 50°C por 45 segundos e
extensdo a 72°C durante 60 segundos, com extensao final a 72°C por 10 minutos.
Essa programacao foi repetida na reacdo secundaria, com exce¢do do anelamento,
gue foi feito a 45°C por 45 segundos (SULAIMAN; LAL; XIAO, 2002).

Para amplificacdo de fragmentos do gene HSP 70 na nPCR, foi utilizada a
metodologia descrita por Morgan et al. (2001), com os “primers” F1 5 GGT GGT
GGTACT TTT GATGTATC 3 e R15 GCCTGAACCTTT GGAATACG 3, com
amplificacdo de produto de 448 pb na reacao primaria e F2 5 GCT GST GAT ACT
CAC TTG GGT GG 3 eR25 CTC TTG TCC ATA CCA GCA TCC 3’ e produto de
325 pb na reacao secundaria.

Uma solucéo com volume final de 25 uL foi preparada com 2,5 pL de tampéao
para PCR 1x, MgCl, a 2,0 mM, 200 uM de cada desoxirribonucleotideo, 400 nM de
cada oligonucleotideo iniciador, 0,6 pg/pL BSA (Cat. N° B8667, Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, Estados Unidos), 1,0 U de Taq DNA polimerase (Cat. N° D4184,
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) e 2,5 uL de DNA-alvo, ndo
guantificado. Para preparo dos reagentes da reacdo secundaria foram utilizadas as
mesmas quantidades, sem a BSA. Para C+ e C- foram usados os mesmos da ACT.

As amostras foram submetidas a desnaturacédo inicial do DNA a 94°C por
cinco minutos, seguida de 40 ciclos, cada um com desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, anelamento a 56°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos,
com extensao final a 72°C por 10 minutos. Essa programacéo foi repetida na reacéo
secundaria (MORGAN et al., 2001).

Aquelas que apresentaram amplificacdo de fragmentos de DNA de
Cryptosporidium spp. nas reacdes de nPCR com o0s genes 18S rRNA, ACT e HSP
70 foram submetidas, em triplicata, a uma segunda reacdo de nPCR e eletroforese
em gel de agarose (Cat. N° A9539, Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados

Unidos) a 1,5% com brometo de etidio e posteriormente purificadas com auxilio do
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“QlAquick Gel Extraction Kit (50)” (Cat. N° 28704, Qiagen®, Valencia, Califérnia,
Estados Unidos ), conforme recomendacdes do fabricante.

As amostras purificadas tiveram o DNA de Cryptosporidium spp. quantificado
em espectrofotdmetro NanoDrop®, modelo ND-1000 (Thermo® Scientific, Wilmington,
Delaware, Estados Unidos). Aquelas que apresentaram concentracdo minima de 10
ng/pL foram aliquotadas num volume de 20 pL em microtubos de 250 pL e enviadas
para sequenciamento com “ABl Prism® “Dye Terminator Cicling Sequence kit’
(Applied Biosystems®, Warrington, Inglaterra, Reino Unido) no laboratério do Centro
de Recursos Biologicos e Biologia Genémica (CREBIO) na FCAV-UNESP em
Jaboticabal, S&o Paulo.

As reacOes foram realizadas em duplicata, na direcdo “sense” e “anti-sense”,
utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores da reacdo secundaria. As sequéncias
foram alinhadas com o auxilio dos programas “CodonCode” versao 5.0.1, “Clustal W”
(THOMPSON et al., 1997) e “BioEdit® Biological Sequence Alignment Editor” (HALL,
1999). Posteriormente foram comparadas no BLAST® (NCBI, 2014a) com

sequéncias homélogas disponiveis no GenBank® (NCBI, 2014b).

4.4, Caracterizacéo das propriedades

As propriedades foram caracterizadas com base nas informacfes obtidas no
guestionario epidemiolégico e neste havia perguntas sobre o conhecimento que os
produtores tinham a respeito da criptosporidiose, tipo de sistema de criacdo, se
tinham assisténcia técnica e irrigacdo, aspectos sobre manejo nutricional como o
fornecimento de concentrado e volumoso no cocho e manejo reprodutivo como a
idade de castracdo dos machos e de cobertura das fémeas.

Foram abordados também aspectos sobre o manejo em geral, como quais
espécies eram criadas além dos caprinos, fonte de agua utilizada para consumo
destes animais e se os vasilhames de agua ficavam dentro ou fora das instalacdes,

se forneciam colostro para os recém-nascidos e em que idade ocorria 0 desmame e
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sobre manejo sanitario, como a frequéncia de limpeza das instala¢fes, se os dejetos
ficavam expostos ou nao, se havia problemas de diarreia e coprofagia.

Como sistema de criagao intensivo foi considerado aquele em que os animais
passavam o tempo todo confinados, com muita tecnificacdo (ordenhadeira
mecanica, identificacdo por tatuagem), manejo sanitario, nutricional e reprodutivo
bem controlados, escrituragdo zootécnica e pastejo rotacionado.

No semi-intensivo 0s animais passavam parte do tempo presos, com alguma
tecnificacdo, anotacdo e identificacdo do rebanho (brinco, colares) e ado¢édo de
algumas medidas de manejo sanitério, nutricional e reprodutivo.

Por sua vez, no extensivo, os animais ficavam totalmente soltos no pasto, sem
instalacbes e medidas de manejo nutricional sanitario e reprodutivo, sem

identificagédo do rebanho ou anotagdes.

4 5. Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada no programa Epi Info™, verséo 7. 1. 2. 0
(CDC, 2014) e efetuada em dois momentos. No primeiro cada variavel independente
(periodo seco e chuvoso; circuitos; idade; sexo; raca; aspecto e coloracao das fezes)
foi testada com a variavel dependente (positividade para Cryptosporidium spp.) em
uma analise univariada.

A medida de associacao utilizada foi a odds ratio (OR) e obtidos os intervalos
de confianca de 95% e significancia determinada por meio do teste do Qui-quadrado
(x?) ou pelo teste exato de Fisher (ZAR, 1999). Este foi utilizado sempre que os
valores com frequéncia esperada eram inferiores a cinco. O nivel de significancia
estabelecido foi de 5%.

A analise multivariada foi utilizada para estudar, de forma simultdnea, os
multiplos efeitos que poderiam estar envolvidos na ocorréncia da infeccdo pelo
parasito. Foram selecionadas as variaveis que tiveram associacdo com a

enfermidade e valor de P < 0,20 e submetidas a regressao logistica. Para



40

interpretacdo dos resultados, foi considerado significativo valor de P < 0,05 (ZAR,
1999).

5. RESULTADOS

5.1. Ocorréncia de Cryptosporidium spp.

A ocorréncia da infeccéo por Cryptosporidium spp. em caprinos jovens de 25
propriedades rurais do municipio de Quixada, Ceara, foi obtida por meio da nPCR
(Tabela 1). O distrito de Tapuiara apresentou maior ocorréncia com 18,75% (6/32),
com todos os resultados positivos provenientes da propriedade 11 (P11), seguido da
Sede ,com 11,39% (9/79), com positividade nas propriedades P19, P20, P21 e P23.

Das 25 propriedades estudadas foram identificadas amostras positivas para
Cryptosporidium spp. em 64,00% (16/25). Pela distribuicdo espacial foi possivel
perceber que aquelas com mais animais positivos encontravam-se na regiao central
do municipio de Quixada, Ceara (Figura 3).

As areas quentes do mapa (Figura 4), representadas pelas cores vermelha e
amarela, demonstram as propriedades que tiveram maior niamero de animais
positivos para Cryptosporidium spp. e as areas frias, em azul escuro, correspondem
as propriedades sem ocorréncia da infeccéao.

Com relacao aos periodos, circuitos, sexo e raca, nao foi observada diferenca
estatistica significativa entre essas variaveis e a ocorréncia da infeccdo por
Cryptosporidium spp. (Tabela 2).

Dos caprinos jovens positivos para Cryptosporidium spp. na nPCR, 53,33%
(16/30) tinham idade entre 121 e 180 dias e nenhum animal da FE6 (Figura 5) foi
positivo (P = 0,0548).
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Tabela 1. Ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em cabritos de 25
propriedades rurais do municipio de Quixada, Ceara, pela “Nested”-PCR,
no periodo de novembro de 2012 a maio de 2013.

Circuito Propriedade Distrito Tegtaa?jr(;tsoim) “Nelz;(::io:’i’\igélge}m)
C1 P1 S&o Jodo dos Queirozes 16 0 (0,00%)
Ci1 P2 S&0 Joao dos Queirozes 17 1 (5,88%)
Ci1 P3 S&0 Joao dos Queirozes 16 4 (25,00%)
C1 P4 Califérnia 18 1 (5,55%)
C1 P5 Califérnia 16 0 (0,00%)
C1 P6 Califérnia 16 1 (6,25%)
C1 P7 Califérnia 16 1 (6,25%)
C1 P8 Califérnia 16 1 (6,25%)
C1 P9 Daniel de Queiroz 15 0 (0,00%)
Cc2 P10 Tapuiara 16 0 (0,00%)
Cc2 P11 Tapuiara 16 6 (37,50%)
Cc2 P12 Cip6 dos Anjos 10 0 (0,00%)
Cc2 P13 Cip6 dos Anjos 13 1 (7,69%)
Cc2 P14 Cip6 dos Anjos 20 1 (5,00%)
Cc2 P15 Cip6 dos Anjos 16 0 (0,00%)
Cc2 P16 Cip6 dos Anjos 16 2 (12,50%)
Cc2 P17 Cip6 dos Anjos 21 1 (4,76%)
Cc2 P18 Novo Contrato 15 0 (0,00%)
C3 P19 Sede 16 2 (12,50%)
C3 P20 Sede 15 2 (13,33%)
C3 P21 Sede 16 3 (18,75%)
C3 P22 Sede 17 0 (0,00%)
C3 P23 Sede 15 2 (13,33%)
C3 P24 Riacho Verde 16 0 (0,00%)
C3 P25 Juatama 16 1 (6,25%)

TOTAL 400 30 (7,50%)
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Figura 3. Distribuicdo espacial do numero de cabritos positivos para Cryptosporidium
spp. durante coletas em novembro de 2012 a maio de 2013, em 25
propriedades rurais do municipio de Quixada, no Ceara e seus respectivos
circuitos C1, C2 e C3. Mapas gerados no programa MapInfo® Professional
versao 7.5.
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Figura 4. Distribuicdo espacial das 25 propriedades rurais do municipio de Quixada,
Ceard e as regides com (areas em amarelo e vermelho) e sem (areas em
azul escuro) cabritos positivos para Cryptosporidium spp., durante coletas
em novembro de 2012 a maio de 2013. Mapas gerados no programa
MapInfo® Professional verséo 7.5.
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Tabela 2. Cabritos de trés a 360 dias de idade, positivos (n=30) para
Cryptosporidium spp., provenientes de 25 estabelecimentos rurais do
municipio de Quixad4, Cearda, com coletas em novembro de 2012 a maio
de 2013, de acordo com as variaveis periodos do ano, sexo, raca, idade,
aspecto e coloracao das fezes.

Variavel N(H) N(-) % (+/total) OR IC-95% X P=
Periodo do ano
Seco 19 180 9,55 (19/199)
1,8232 0,8441-3,9380 2,3937 0,1218™
Chuvoso 11 190 5,47 (11/201)
Circuito
2 11 132 7,69 (11/143)
1,2685 0,5092-3,1603 0,2618 0,6089™
1 9 137 6,16 (9/146)
3 10 101 9,01 (10/111)
1,5072 0,5908-3,8449 0,7453 0,3880™
1 9 137 6,16 (9/146)
3 10 101 9,01 (10/111)

1,1881 0,4856-2,9069 0,1429 0,7055™

2 11 132 7,69 (11/143)
Sexo dos animais
Fémea 19 227 7,72 (19/246)
1,0881 0,5031-2,3536 0,0460 0,8301™
Macho 11 143 7,14 (11/154)
Raca
Sem padrao racial

24 292 7,59 (24/316)

definido 1,0685 0,4221-2,7050 0,0195 0,8888™

Com padrao racial
definido 6 78 7,14 (6/84)

N (+) = nmero de positivos para Cryptosporidium spp. na “Nested’-PCR com gene 18S rRNA, N (-) =
namero de negativos para Cryptosporidium spp. na “Nested’-PCR, % (+/total) = percentual de
positivos, OR = odds ratio, IC- 95% = intervalo de confianca de 95%, x° = Qui-quadrado, *com
significancia estatistica de 5% e "°n&o significativo estatisticamente a 5%.

Em relacdo ao aspecto das fezes, foi possivel observar que 51,75% (207/400)
estavam normais, ou seja, na forma de cibalas, e nenhuma amostra A1 ou A3 foi
positiva (P = 0,6572) para Cryptosporidium spp. (Tabela 3). Das que tiveram
amplificacdo do gene da subunidade 18S rRNA de Cryptosporidium spp. 50,00%
(15/30) eram A2.
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Figura 5. Cabritos de Quixada, Ceara, positivos e negativos para Cryptosporidium
spp. na “Nested”-PCR em diferentes faixas etarias.

De acordo com a coloracdo (Tabela 4), observou-se que 70,00% (21/30) das
amostras de fezes que tiveram amplificacdo do gene 18S rRNA de Cryptosporidium
spp. (P =0,1676) eram V1.

Tabela 3. Percentual de amostras de fezes de 400 cabritos, provenientes de 25
propriedades rurais do municipio de Quixada, Ceara, com coletas no
periodo de novembro de 2012 a maio de 2013, positivas e negativas para
Cryptosporidium spp. por meio da “Nested’-PCR, em relacdo ao aspecto.

“Nested”- ASPECTO* TOTAL
PCR Al % A2 % A3 % A4 % A5 % %
B ositivo 0.00 7.25 0.00 10,71 6,12 7.50
(0/4)  (15/207)  (0I7) (9/84) (6/98) (30/400)
Negativo 10000 92,75 100,00 89.29 93,88 92,50
9 (4/4)  (192/207)  (7I7) (75/84) (92/98)  (370/400)
TOTAL% 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
(414)  (207/207)  (7I7) (84/84) (98/98)  (400/400)

*Al = “grude”, A2 = cibalas, A3 = diarreia, A4 = amolecida e A5 = ressecada.

As variaveis periodo do ano (P = 0,1218), idade (P = 0,0548) e coloracao das
fezes dos cabritos (P = 0,1676) foram submetidas a analise de regresséo logistica
(Tabela 5).
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Tabela 4. Percentual de amostras de fezes de 400 cabritos, provenientes de 25
propriedades rurais do municipio de Quixad4, Cear4, com coletas no
periodo de novembro de 2012 a maio de 2013, positivas e negativas para
Cryptosporidium spp. por meio da “Nested”-PCR, em relacdo a coloracéo.

“Nested”- COLORAGAO* TOTAL
PCR V1 % V2 % V3 % V4 % V5 % %
Positivo 7.12 5.13 4.00 10,34 25,00 7.50
(21/295)  (2/39)  (1/25) (3/29) (3/12) (30/400)
Negativo 92:88 94,87 96,00 89,66 75,00 92,50
9 (274/295)  (37/39)  (24/25)  (26/29) (9/12)  (370/400)
TOTAL% 10000 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
(295/295)  (39/39)  (25/25)  (29/29) (12/12)  (400/400)

*V1 = normal, V2 = verde, V3 = verde-amarelada, V4 = amarelada e V5 = marrom com muco laranja.

Tabela 5. Andlise de regressao logistica de acordo com periodo do ano (seco e
chuvoso), idade e coloracdo das fezes dos cabritos provenientes de 25
estabelecimentos rurais do municipio de Quixada, Ceara, com coletas em
novembro de 2012 a maio de 2013.

Variavel OR IC-95% P=
Periodo do ano 0,4030 0,1704-0,9532 0,0385*
Idade dos cabritos 1,2749  0,9036-1,7987 0,1667™
Coloracao das fezes 1,3998 1,0138-1,9326 0,0410*

*Significativo estatisticamente (P < 0,05), ™n&o significativo estatisticamente (P > 0,05), OR = odds
ratio, IC- 95% = intervalo de confianca de 95%.

5.2. Identificacdo das espécies de Cryptosporidium

As eletroforeses em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio
para os genes 18S rRNA, actina e HSP 70, apresentaram amplificacdo de bandas
com aproximadamente 840 pb (Figura 6), 1066 pb (Figura 7) e 325 pb (Figura 8),

respectivamente.
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio,
amostras 1X a 3X e 6X a 16X, provenientes de fezes de cabritos do
municipio de Quixada, Ceara, com amplificacdo de fragmentos do gene
18S rRNA de Cryptosporidium spp. com aproximadamente 840 pares de
base (pb) e amostras 4X e 5X negativas, ou seja, sem amplificacdo (M =
marcador de peso molecular 100pb, C+ = controle positivo Cryptosporidium
serpentis, 1X a 16X amostras de campo e C- = controle negativo).

Fonte: Arquivo pessoal.

M C+ 1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A 8A 9A 10A11A12A13A14A15A 16A C-

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio,
amostras 1A, 6A, 9A e 16A sem amplificacdo do gene actina de
Cryptosporidium spp., amostras 2A a 5A, 7A, 8A, 10A a 15A, provenientes
de fezes de cabritos do municipio de Quixada, Ceara, com amplificacao de
fragmentos do gene actina de Cryptosporidium spp. com aproximadamente
1066 pares de base (M = marcador de peso molecular 100pb, C+ =
controle positivo Cryptosporidium serpentis, 1A a 16A amostras de campo
e C- = controle negativo).

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio,
amostras 1H a 14H e 16H, provenientes de fezes de cabritos do municipio
de Quixada, Ceard, com amplificacdo de fragmentos do gene HSP 70 de
Cryptosporidium spp. com aproximadamente 325 pares de base (pb) e
amostra 15H sem amplificacdo (M = marcador de peso molecular 100pb,
C+ = controle positivo Cryptosporidium serpentis, 1H a 16H amostras de
campo e C- = controle negativo).

Fonte: Arquivo pessoal.

Por meio do sequenciamento foi possivel identificar trés espécies de
Cryptosporidium (Tabela 6). Em 50,00% (8/16) das propriedades positivas nao foi
possivel realizar o0 sequenciamento, porque as amostras estavam com a
concentracdo de DNA abaixo de 10 ng/uL.

Em 75,00% (6/8) das propriedades rurais do municipio de Quixada, Ceara, foi
detectado Cryptosporidium xiaoi, e infeccdo mista entre esta espécie e
Cryptosporidium ubiquitum foi observada em um animal da P2. Um cabrito teve
identificacdo de Cryptosporidium meleagridis em suas fezes pelos genes 18S rRNA,
actina e HSP 70 (Tabela 6).

A Unica sequéncia que nado apresentou 100% de identidade com aquelas
comparadas no GenBank®, foi a amostra da P23 com 99% de similaridade com C.

xiaoi no gene HSP 70.



48

Tabela 6. Identificagdo de espécies de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de
caprinos provenientes de 25 propriedades rurais do municipio de Quixada,
Ceara, com coletas no periodo de novembro de 2012 a maio de 2013, por
meio de sequenciamento dos genes 18S rRNA, actina e HSP 70 e o

percentual

de

depositadas no GenBank®.

identidade com base nas sequéncias do parasito

Positivos ldentidade (sequéncias depositadas no GenBank®)
Propriedade nPCR 18S Gene Gene Gene
rRNA (%) 18S rRNA actina HSP 70
P1 0 (0,00) - - -
P2 1 (5,88) 100% (_Zryptosporidium N 10(_)%_Cryptosporidium
xiaoi (JQ413443) ubiquitum (EF362483)
P3 4 (25,00) * * *
P4 1 (5,55) 100% C_ryptosporidium 100% C. meleagridis 100% C. meleagridis
meleagridis (AF112574) (JX471003) (AF221537)
P5 0 (0,00) - - -
P6 1 (6,25) * * *
P7 1 (6,25) * * *
P8 1 (6,25) * * *
P9 0 (0,00) - - -
P10 0 (0,00) - - -
100% C. xiaoi
P11 6 (37,50) (JQ413443) * *
P12 0 (0,00) - - -
100% C. xiaoi
P13 1(7,69) (GU553016) * *
P14 1 (5,00) * * *
P15 0 (0,00) - - -
P16 2 (12,50) * * *
P17 1(4,76) * * *
P18 0 (0,00) - - -
100% C. xiaoi 100% C. xiaoi
P19 2 (12,50 (JQ413443) (FJ896042) ’
100% C. xiaoi 100% C. xiaoi
P20 2 (13,33) (GU553016) ’ (FJ896041)
100% C. ubiquitum
P21 3 (18,75) ’ ’ (EF3624g3)
P22 0 (0,00) - - -
100% C. xiaoi 99% C. xiaoi
P23 2 (13,33) ’ (FJ896042) (FJ896041)
P24 0 (0,00) - - -
P25 1 (6,25) * * *

*Amostra com concentracdo de DNA

sequenciamento.

abaixo que

10 ng/uL, insuficiente

para realizacdo do
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5.3. Avaliacédo das propriedades por meio de questionario

Com base nas informacdes obtidas no questionario epidemioldgico aplicado
aos 25 proprietarios rurais do municipio de Quixada, Ceara, no periodo de novembro
e dezembro de 2012 (Apéndice D), foi possivel observar que apenas idade de
castracdo dos cabritos (x* = 10,6717, 3 gl e P = 0,0136) apresentou significancia
estatistica a 5%.

Sistema de criacdo intensivo ndo era adotado nos circuitos 1 e 2, e nos
estabelecimentos rurais com o sistema semi-intensivo havia exploracédo para leite,
carne ou misto (carne e leite). Uma propriedade ndo possuia informacdes sobre o
manejo das crias, pois o rebanho tinha sido implantado apenas dois meses antes
das coletas.

As variaveis idade de castracdo dos cabritos (P = 0,0136), irrigacdo (P =
0,1153) e “observaram coprofagia” (P = 0,1304) foram submetidas a analise de
regressao logistica, e nenhuma delas foi estatisticamente significativa a 5%.

Os sistemas de criacdo bem como as medidas de manejo nutricional,
reprodutivo e sanitario adotados nas propriedades rurais de Quixada, Ceara, nao

representaram fatores de risco para os cabritos se infectarem pelo coccidio.

6. DISCUSSAO

A ocorréncia encontrada neste estudo por meio da nPCR com o gene 18S
rRNA de Cryptosporidium spp. estd abaixo da encontrada na Espanha (CASTRO-
HERMIDA; GONZALES-WARLETA; MEZO, 2007), na Bélgica (GEURDEN et al.,
2008), na Nigéria (PAM et al., 2013), no Sri Lanka (NOORDEEN et al., 2000), na
Sérvia (ZORANA; SOFIJA; SADRIZAJ, 2006) e na Argentina (VENTURINI et al.,
2006). Porém esta proxima a relatada no Brasil, que é de 4,80% (BOMFIM et al.,
2005) e 16,66% (COELHO, 2011).
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A maior frequéncia do parasitismo por Cryptosporidium spp. na estacédo seca
também foi relatada por Noordeen et al. (2000; 2001) no Sri Lanka, ressaltando a
resisténcia que o coccidio tem as condi¢bes adversas do meio ambiente (BARTA;
THOMPSON, 2006; KING et al., 2008), podendo sobreviver fora do hospedeiro por
um longo periodo de tempo (PAVLOVIC et al., 2010) e infectar animais em qualquer
época do ano.

Em épocas de seca, existe escassez de alimentos, sendo um problema maior
para animais que sao criados em sistemas extensivos sem nenhuma suplementacao
alimentar (NOORDEEN et al., 2000). Isto de certa forma pode ocasionar estresse
(GOMA et al., 2007), além de comprometer a aquisicdo de nutrientes que entrardo
na composicdo de varias biomoléculas, como proteinas, que irdo constituir as
imunoglobulinas.

Aliado a isso, durante a seca, 0s animais passavam mais tempo presos, em
maior contato, e em algumas propriedades, 0s caprinos pastejavam apenas quatro
horas por dia, permanecendo o restante do tempo na baia, defecando no cocho e
nas instalacdes, contaminando o ambiente, o que poderia facilitar a transmissao do
protozoario.

Na estacdo chuvosa, os animais das propriedades com sistema de criacao
semiextensivo e extensivo passam mais tempo pastejando e andando por longas
distancias a procura de alimento, o que faz com que a dispersdo de oocistos
aconteca em areas muito amplas, o que pode ter contribuido para a menor
ocorréncia de infeccdo observada em propriedades de Quixada, Ceara,
corroborando Goma et al. (2007).

A elevada ocorréncia de amostras positivas para Cryptosporidium spp. nos
rebanhos estudados também foi observado por Noordeen et al. (2000), Geurden et
al. (2008) e Wang et al. (2014), que encontraram 96,00%, 60,00% e 71,43% de
positividade, respectivamente e esta acima da encontrada por Goma et al. (2007),
Bomfim et al. (2005) e Delafosse et al. (2006).

Os estabelecimentos rurais que tiveram maior numero de cabritos positivos
estdo na regido central de Quixada. E comum a comercializacdo de animais em
feiras livres na Sede do municipio, o que pode ter facilitado o transporte de

infectados de uma propriedade para outra.
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Com relacdo a idade, em pesquisas realizadas em diferentes partes do
mundo, Zorana, Sofija e Sadrizaj (2006), Pavlovic et al. (2010), Domingo et al. (2012)
e Rieux et al. (2013), observaram maior frequéncia de infeccdo em cabritos com
idade abaixo de 47 dias. Para Noordeen et al. (2001), Bomfim et al. (2005), Zorana,
Sofija e Sadrizaj (2006), Pavlovic et al. (2010) e Rieux et al. (2013), a FE dos
cabritos de até 150 dias de idade é a mais susceptivel e que apresenta maior
eliminag&o de oocistos nas fezes.

Na maioria dos casos, durante o periodo de maior eliminacdo de oocistos, as
fezes apresentam aspecto diarreico (CASTRO-HERMIDA et al., 2005a) e coloragao
amarelada a marrom-amarelada (MASON; HARTLEY; TILT, 1981; SANTIN, 2013).

Nenhum cabrito do municipio de Quixadad com diarreia foi positivo para o
protozoario e a FE mais acometida foi de 121 a 180 dias, isso provavelmente
ocorreu porgue em muitas propriedades os animais eram submetidos a manejos que
poderiam causar estresse, como desmame e cobertura.

Cabritos com 301 a 360 dias de idade ndo foram acometidos pelo protozoario
e assim foi observado que a susceptibilidade diminuiu com o avancar da idade, fato
este também observado por Bomfim et al. (2005). Isso pode ser explicado pela
producdo de anticorpos, que apresentam acdo duradoura e sdo capazes de
bloquear os esporozoitos, na superficie dos enterdcitos, levando a resisténcia contra
a infeccdo (MOSS et al., 2004, JOHNSON et al., 2004).

Em pesquisas realizadas por Domingo et al. (2012) nas Filipinas e Pam et al.
(2013) na Nigéria, também néo foi observada diferenca estatistica significativa entre
Sexos.

Ndo foi observada associacdo entre a ocorréncia da infeccdo por
Cryptosporidium spp. e o aspecto das fezes dos cabritos, o que também foi
observado por Goma et al. (2007). Apesar da significancia estatistica, a coloracéo
das fezes pode ndo ter uma relacéo direta com o parasitismo, visto que esse fator é
muito influenciado pela alimentacéao.

Das amostras positivas para o parasito, 50,00% tinham aspecto de cibalas e
70,00% tinham coloracdo normal, evidenciando que a ocorréncia em cabritos

clinicamente assintomaticos pode ser alta, corroborando as observacbes de



52

Noordeen et al. (2000), Castro-Hermida; Gonzales-Warleta; Mezo (2007) e Domingo
et al. (2012).

As amostras de fezes dos caprinos jovens de Quixad4d, CE, que
apresentavam aspecto Al e A3 nao apresentaram positividade diagnostica para
Cryptosporidium spp. e poderiam estar com esse aspecto devido a alimentacdo ou
outros agentes infecciosos que nao foram pesquisados neste estudo.

Em apenas uma fazenda foi detectado C. meleagridis, com amplificacdo dos
genes 18S rRNA, ACT e HSP 70. Os oocistos desse protozoario provavelmente
foram excretados no ambiente pelas aves criadas na propriedade e posteriormente
ingeridos pelos cabritos que eliminaram os mesmos.

Como néo existem estudos que evidenciem a infeccdo por essa espécie em
caprinos, ndo é possivel afirmar que o coccidio esteja infectando esses ruminantes,
gue podem apenas estar carreando os oocistos. Este achado sugere que galinhas
podem ser parasitadas por C. meleagridis e ser potenciais fontes de infec¢cdo para
as pessoas do local, como também observado por Silverlas et al. (2012).

Espécies do parasito que comumente ndo séo descritas em caprinos também
foram detectadas por Koinari, Lymbery e Ryan (2014), como Cryptosporidium
genotipo rato Il em propriedades com agricultura familiar na Papua-Nova Guiné. Isso
demonstra a possibilidade que os caprinos tém de atuarem como carreadores do
parasito, eliminando no pasto os oocistos que irdo infectar outras espécies animais
gue sao hospedeiras das espécies do protozoario em questdo, como o C.
meleagridis encontrado na P4.

Infeccdo mista por C. ubiquitum e C. xiaoi foi observada em uma propriedade
gue ndo possuia criacdo de ovinos nem de bovinos. O protozoario C. ubiquitum,
anteriormente classificado como gendétipo de cervideos, possui uma ampla variedade
de hospedeiros e tem sido descrito infectando caprinos, ovinos, humanos e
roedores, em diferentes regides do mundo, sendo considerado um patdégeno
zoonotico emergente (FAYER; SANTIN; MACARISIN, 2010; LI et al., 2014; PARAUD
et al., 2014).

No Brasil, a infec¢do por C. ubiquitum em pequenos ruminantes havia sido
demonstrada em ovinos do Rio de Janeiro (FIUZA et al., 2011) e de Sdo Paulo (PAZ
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E SILVA et al., 2014), sendo esta a primeira descricdo de isolamento do parasito de
fezes de caprinos.

A primeira descricdo do parasito com caracteristicas de C. xiaoi infectando
pequenos ruminantes foi em 1974, em estudo realizado por Barker e Carbonell em
ovinos, na ocasido o coccidio foi denominado de Cryptosporidium agni e possuia
caracteristicas morfolégicas semelhantes a Cryptosporidum bovis e Cryptosporidum
wrairi.

Essa espécie de parasito, além de ser denominada de C. agni, ja foi
identificada também por C. bovis — genotipo like, em trabalhos de Feng et al. (2007)
e Karanis et al. (2007), tendo como hospedeiros naturais iaques, uma espécie de
bovinos de pelo longo, e caprinos, respectivamente.

Porém a identificacdo da espécie como C. xiaoi ocorreu em 2009 por meio de
estudos morfologicos e moleculares com ovinos realizados por Fayer e Santin. Na
ocasido, ao ser inoculado em cabritos ndo foi evidenciada infeccéo, gerando duvida
em relacdo a possibilidade de caprinos serem hospedeiros dessa espécie de
parasito.

Porém em pesquisas realizadas por Diaz et al. (2010) e Rieux et al. (2013), C.
xiaoi foi identificado em fezes de cabritos com diarreia e também foi descrito
infectando caprinos assintomaticos de estabelecimentos rurais com agricultura
familiar na Papua-Nova Guiné (KOINARI; LYMBERY; RYAN, 2014). No presente
estudo, essa espécie de parasito foi encontrada em trés propriedades (P2, P11 e
P23) de Quixada, CE em que ndo possuia criacdo de ovinos e apenas uma delas
(P23) havia bovinos.

Com base nas observactes deste estudo e de outros autores, sugere-se que
possivelmente os caprinos possam mesmo ser hospedeiros de C. xiaoi. Este estudo
em Quixada, Ceard, € o primeiro que descreve a infeccdo por essa espécie de
coccidio em caprinos no Brasil.

A similaridade de 99% de C. xiaoi com a sequéncia original de Fayer e Santin
(2009) isolado de ovino (GenBank® FJ896041), encontrada na amostra da P23 em
analise com o gene HSP 70, ocorreu porque existe uma substituicdo do nucleotideo

A para G na posicéo 174.



54

C. xiaoi foi a espécie predominante em caprinos e responsavel por 75,00% da
infeccdo observada nas propriedades rurais do municipio de Quixada, Ceara,
diferentemente do observado por Wang et al. (2014) na China, onde a mais
observada foi C. ubiquitum.

Os manejos nutricionais, reprodutivos e sanitarios, bem como os demais
aspectos avaliados na caracterizagcédo das propriedades, nao representaram fator de
risco para a ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em animais do
municipio de Quixadé4, Ceara, discordando dos resultados encontrados por Bomfim
et al. (2005), nas quais as condicbes higiénicas das instalacbes e o tipo delas
representaram fator de risco para ocorréncia da infeccao.

A criacdo de outras espécies animais além de caprinos, bem como 0 manejo
de cabritos recém-nascidos, a limpeza das instalacdes e o0 acesso dos animais as
fontes de agua nao representaram fatores de risco para a ocorréncia da infeccao por
Cryptosporidium spp., fato este também observado em estudos realizados por
Bomfim et al. (2005), Delafosse et al. (2006) e Domingo et al. (2012).

7. CONCLUSOES

A ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em caprinos jovens do
municipio de Quixada, Ceard, foi baixa, porém a alta frequéncia encontrada nos
rebanhos estudados revela que o parasito encontra-se disseminado no municipio.

A maior ocorréncia observada no periodo seco demonstra a capacidade que o
parasito tem de resistir as condicfes adversas do ambiente.

Com a distribuicdo espacial foi possivel observar que os distritos Tapuiara e
Sede, foram o0s que apresentaram maior numero de animais que tiveram
amplificacdo do DNA do protozoario nas fezes, podendo-se concluir que a maior
ocorréncia foi evidenciada na regido central do municipio estudado.

Por meio do sequenciamento foi possivel identificar que as espécies do
coccidio detectadas nas fezes dos cabritos em propriedades rurais do municipio de

Quixadd, Ceara, Brasil, foram C. xiaoi, C. ubiquitum e C. meleagridis.
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Os manejos nutricionais, reprodutivos e sanitarios adotados pelos
caprinocultores do estudo, bem como as caracteristicas das propriedades, néo
representaram fatores de risco para os cabritos do municipio de Quixada, Ceara,
Brasil, serem acometidos pelo protozoério.
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APENDICE A

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA

unesp VETERINARIA

UNIVERSIDADE EETADUAL PAULISTA Medicina Veterinaria Preventiva

JULID DE MESDUITA FILHO™

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro, por meio deste termo, que concordei em ser entrevistado e participar da pesquisa
de campo referente ao projeto de pesquisa intitulado “Fatores de risco para ocorréncia de
infecgdo por Cryptosporidium spp. em cabritos”. Que tem como objetivo determinar a
ocorréncia, fatores de risco e a caracterizagdo molecular de Cryptosporidium spp. em
caprinos de propriedades rurais do municipio de Quixada, Ceara, desenvolvido pelo
Programa de Pés-Graduacao em Medicina Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista-“Julio de Mesquita Filho” e faz parte do
projeto de tese da aluna Roberta Lomonte Lemos de Brito. Fui informado(a), que a pesquisa
€ coordenada pelos Doutores: Katia Denise Saraiva Bresciani, Marcelo Vasconcelos
Meireles e Luiz da Silva Vieira, a quem poderei consultar a qualguer momento que julgar
necessario através do telefone n° (88) 31127572. Afirmo que aceitei participar por minha
propria vontade, sem receber qualguer incentivo financeiro e com a finalidade exclusiva de
colaborar para o sucesso da pesquisa. Fui informado(a) dos objetivos estritamente
académicos do estudo. Minha colaboracédo se fara de forma anénima, por meio de entrevista
onde fornecerei informacdes sobre a minha propriedade rural, e permitirei a realizacdo de
exames de fezes e coleta de sangue de caprinos, ovinos e outras espécies animais (caso
haja contato com os caprinos) da propriedade. O acesso e a analise dos dados coletados se
fardo apenas pelos pesquisadores. Além disso, sera mantido o carater confidencial das
informacdes fornecidas ao entrevistador. Estou ciente de que, caso eu tenha ddvida ou me
sinta prejudicado, poderei contatar os pesquisadores responsaveis ou seus orientados. Os
pesquisadores do projeto me ofertaram uma cOpia assinada deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Fui ainda informado(a) de que posso me retirar desse(a) projeto de
pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo para meu acompanhamento ou sofrer
quaisquer sangfes ou constrangimentos.

, de de
Nome do patrticipante:
RG: Telefone:
Propriedade:
Localizacéo:

Assinatura do proprietario

Eu, Roberta Lomonte Lemos de Brito declaro que forneci ao participante todas as
informac0des referentes ao meu projeto de doutorado.

Assinatura
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APENDICE B

¥ PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA

ATAYAY

U nesp o VETERINARIA

e e Medicina Veterinaria Preventiva

JULID DE MESDUITA FILHO™

QUESTIONARIO DO PROJETO

OCORRENCIA DE INFECCAO POR Cryptosporidium spp. EM CAPRINOS JOVENS (N’
processo na FAPESP: 2011/50049-0)
Data: / /

CARACTERISTICAS GERAIS DO PRODUTOR E DA PROPRIEDADE
Propriedade (Cddigo de Identificacao):

Localidade/Distrito/Municipio:

GPS:

LOCAIS LATITUDE SUL LONGITUDE OESTE

Casa do produtor

Estabulo 1

Pasto 1

Acude

Fonte de dgua

1 - Informacdes gerais

01. Nome do Entrevistado:

02. Entrevistado é: () proprietario () filho(a) ( ) Cdnjuge do proprietario
03.Sexo:( )M ( )F
04. Telefone:

05. Distancia da propriedade a sede do municipio (Km):

06. Tamanho da propriedade (ha):

07. N° de pessoas que vivem na mesma residéncia:

08. Nivel de escolaridade do produtor:

() Analfabeto () Alfabetizado

() Primeiro grau incompleto () Primeiro grau completo
() Segundo grau incompleto () Segundo grau completo
() Técnico de nivel médio (agricola, contabilidade, etc...) () Curso superior



2 - Informagdes gerais da producédo agricola e pecuéria
09. Animais criados na propriedade (Rebanho atual)

Animais Quantidade

Bodes reprodutores

Cabras matrizes

Cabritos (as) acima de 8 meses

Cabritos (as) até 8 meses

Carneiros reprodutores (cabecas)

Ovelhas matrizes(cabecas)

Borregos (as) acima de 8 meses

Borregos (as) até 8 meses

Touros

\acas

Garrotes. Novilhas e bezerros

Equideos de tracdo, eqiiinos, muares e asininos
Suinos

Aves (galinhas, capotes, perus, patos, etc.)
Outros

3 - Informacgbes sobre a infra-estrutura da propriedade

10. Benfeitorias e instalacdes

Item Sim Nao Quantidade

Casa

Banheiro

Fossa

Galpao

Aprisco

Sala de ordenha para cabra

Sala de abate

Estabulo para gado

Curral e/ou brete

Cisterna

Acude e/ou barreiro

Poco

Silo

Energia elétrica

Sistema de irrigacé@o p/ capineira e/ou pasto

Capineira (em hectare)

Area de pastagem (em hectare)

Cercas internas e externas

4 - Informacg0des sobre o sistema de producado de Caprinos

11. H& quanto tempo cria caprinos?

12. Qual o motivo de criar caprinos?

13. Na maior parte do ano qual tipo de sistema adota?

() Intensivo (altamente tecnificado, animais presos o tempo todo, pastejo rotacionado...)
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( ) Semi-intensivo (alguma tecnificacdo, algumas medidas de manejo alimentar, sanitario e
reprodutivo...)

( ) Extensivo (ndo faz nenhuma anotacdo do rebanho, ndo adota nenhuma medida de
manejo, animais totalmente soltos...)

14. Faz alguma identificagdo dos animais do rebanho? (Multipla escolha).

[( )] Nenhuma

[( )] Utiliza brincos numerados:

[( )] Marcaa orelha:

[( )] Ferraos animais:

[( )] Colar (numerado e/ou colorido):

[( )] Outras (descreva):

15. Faz alguma anotacdo em relacdo ao rebanho? (Mdltipla escolha).
[( )] Nenhuma

[( )] Reproducédo (descreva):

[( )] Producéo (descreva):

[( )] Numero de animais (descreva):

[( )] Nascimentos (descreva):

[( )] Contas (descreva):

[( )] Outras (descreva):

16. Realiza controle contabil (entradas e saidas) das atividades da propriedade?

( )YNao ( )Sim

17. Participou de alguma capacitacdo neste ano sobre caprinocultura? (Mdltipla escolha).
( YNao ( )Sim, qual?

[( )] Cursos [( )] Palestra [( )] Diade Campo

[( )] Outro (especificar)

Que tema que foi abordado?

18. a) O que achou de interessante?

b) Aplicou algum conhecimento? ( )Nao ( ) Sim
c) Fez alguma diferenga? ( ) N&o ( ) Sim

19. Utiliza assisténcia técnica? ( ) Ndo ( ) Sim. Qual(is) instituicdo(0es) e a frequéncia?

20. Entrega leite para o programa governamental? ( )Nao ( ) Sim

21. Qual a producdo média de leite por dia?

22. Além do leite, existe outra fonte de renda com a caprinocultura, assinalar as opg¢des a

seguir: (Mdltipla escolha)
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[( )] Venda de cabritas de recria [( )] Venda de matrizes [( )] Venda de reprodutores
[( )] Venda de cabrito p6s desmame para abate [( )] Venda de esterco

[( )] Venda de derivados do leite feito na prépria propriedade, queijos, doces, iogurtes etc.
23. Quais as racas de caprinos existentes na propriedade? (Multipla escolha)

[( )] Sem Raca Definida [( )] Anglo-nubiana [( )] Saanen
[( )] Boer [( )] Moxotd [( )] Canindé
[( )] Alpinas [( )] Toggenburg

[( )] Cruzadas/ mesticas (descreva as racas):

[(  )]Outra raca (citar):

24. Quais os métodos de cobertura ou praticas reprodutivas adotam? (Multipla escolha)
a.[( )] Inseminacéo artificial

b.[( )] Monta natural controlada

c.[( )] Monta natural ndo controlada

d.[( )] Combinadas (descrever)

e.[( )] Nenhuma

25. De onde vem a maioria dos reprodutores e matrizes? Escolha as alternativas e
estabeleca a ordem de importancia (1,2,3 ...), dentre as escolhidas.

) Compra sémen de empresas comerciais

) Compra em exposicao

) Adquire de outros rebanhos conhecidos/vizinhos

) Adquire nas feiras de outros rebanhos desconhecidos

) Do préprio rebanho

(
(
(
(
(
(

) Outros (descreva)

26. Quais as razdes de descartes anuais de animais? Escolha as alternativas e estabeleca a
ordem de importancia (1, 2, 3 ...), dentre as escolhidas. (Mdltipla escolha).

[( )]!dade

[( )] Defeitos (Queixo alongado, auséncia de maxilar, testiculo muito pequeno...)

[( )] Nao pare pelo menos uma vez por ano

[( )] Pare mas néo cria pelo menos um vez por ano

[( )] Animal problematico (pula cerca, ladrao)

[( )] Por outras razdes (especificar)

27. Separa as matrizes caprinas do restante do rebanho antes de parir?
( )Nao ( )Sim
28. Quiais os cuidados que toma quando nasce cabrito?

a) Nenhum b) Corte e desinfec¢céo do umbigo
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c¢) Deixa-o para mamar na mae logo ap0s o nascimento, ap0s quanto tempo sao separadas
das matrizes?

d) Outros (citar):
29. a) Quanto tempo (dias) depois, as crias séo soltas com as matrizes?

b) Nesse periodo tem contato com outras espécies animais? () Nao ( ) Sim. Qual
(is)?

30. O aleitamento das crias é natural (quando mama direto da cabra) ou artificial (quando

leite é oferecido em mamadeira)?

() natural () artificial

31. Quando € natural o cabrito mama em que horario?

() Em tempo integral durante os primeiros dias, até quantos dias

() Somente de dia quando ficam com as maes e sdo separadas a noite
() Somente a noite quando pernoitam com as maes

() Outra forma

32. Quando ¢ artificial, o que é oferecido:
( )leite de cabra () leite de vaca () Sucedaneo

E quantas vezes por dia:

33. A cada 10 cabritos nascidos, quantos morrem ao nascer? e ao desmame?

34. Qual é a idade do desmame?

35. Castra os cabritos machos?

() Nao, porque?

() Sim, em que idade?

a) Aos dois meses de idade

b) Aos trés meses de idade ¢) Aos quatro meses de idade
d) Aos cinco meses de idade e) Outro (descreva)

36. Os animais pastejam em &rea de caatinga por quanto tempo?

37. Fornece volumoso ao rebanho no cocho?

( ) Nao () Sim. Em qual periodo do ano?

38. Qual tipo de volumoso é fornecido?

Volumoso Area (ha)
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39. Fornece concentrados aos caprinos? () Nao
() Sim. Qual periodo do ano?

40. Qual o tipo de concentrado é fornecido?

Concentrado Proporcéo

41. E dado sal aos caprinos?

( ) Néo

() Sim, sal comum.

() Sim, sal comum + sal mineral para ovinos e/ou caprinos.

() Sim, sal comum + sal mineral comprado pronto.

() Sim, sal comum + sal mineral misturado na propriedade.

42. Utiliza estratégias de reserva alimentar para o rebanho caprino: () Nao
() Sim. Qual o tipo de estratégia? (Mdultipla escolha).

[( )] Feno [( )] Silagem [( )] Banco de proteinas

5 - Informacgdes sobre enfermidades e manejo sanitario

43. Ja ouviu falar em criptosporidiose? () Nao ( ) Sim, o que € na sua opiniao?

44, Ja ouviu falar em CAE? ( ) Nao ( ) Sim, o que € na sua

opiniao?

45. J& ouviu falar em Toxoplasmose? ( ) Nao ( ) Sim, o que é na sua

opiniao?

46. Ja ouviu falar em Neosporose? ( ) Nao ( ) Sim, o que é na sua

opiniao?

47. Quais as principais doencas apresentadas pelo rebanho (1, 2, 3,...)? (Mdltipla escolha).

[( )] mastite/mamite [( )] linfadenite [( )] boqueira [( )]
pododermatite [( )] CAE (Artrite Encefalite Caprina) [( )] raiva

[( )] clostridiose [( )] catarro (broncopneumonia) [( )] diarréia

[( )] bicheira (miise) [( )] micoplasmose [( )] verminose [( )] outras
(especifique):

48. Utilizou algum medicamento para controle das doengas? () Ndo () Sim. Qual (is)?

49. Aplica algum tipo de vacina no rebanho?



80

() Néo () Sim, de clostridiose () Sim, de raiva

() Sim, de outras ou multiplas (descrever)

50. Combate as verminoses?

( ) Néo

() Sim. Quais as principais praticas utilizadas no rebanho. (Mdltipla escolha).
[( )] Usa vermifugo.

[( )] Usa o FAMACHA.

[( )] Utiliza um calendario para a vermifugacao.

[( )] Sim, faz rotacdo de pastos/caatinga.

[( )] Sim, separa animais jovens e adultos.

[( )] Troca de medicamento com periodicidade.

[( )] S6 uso quando aparece algum animal doente

51. Como procede com a utilizacdo do vermifugo

( )usooral () uso injetavel

52. Qual medicamento mais utiliza para controlar a verminose no

rebanho?

53. Quanto tempo permanece com mesmo vermifugo?

54. Aplica vermifugo de quanto em quanto tempo?

55. a) Quando foi a Ultima aplicacdo de vermifugo?
b) Qual foi utilizado?

56. Quando utilizou medicamentos procedeu com o descarte do leite e respeitou a caréncia

do produto para o consumo ou venda de carne (animal que foi descartado para venda ou
consume de sua carne)?

() Nao () Sim. Qual periodo de caréncia?

57. Quando observa diarreia nos animais, o que faz?

58. Quando aplica medicamento nos casos de diarreia, qual €?

59. J4 observou coprofagia? ( )N&o ( ) Sim

60. Coloca cal na entrada dos bretes e/ou chiqueiros na estacdo chuvosa?

() Nao, ndo tem bretes, currais e chiqueiro.

() Nao, nao coloca

( ) Coloca

61. Quando compra um animal de fora, utiliza algum procedimento de incorporacédo do
mesmo ao rebanho? (Multipla escolha).

[( )] Nenhum

[( )] Deixa separado dos demais por dias
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[( )] Solicita atestado/exames

[( )] vermifuga

[( )] combate bicheiras/piolhos

[( )] vacina (quais?)

[( )] Outros (especifique)

62. Qual a frequéncia de limpeza das instalacdes?

() diariamente () semanalmente
() quinzenalmente () mensalmente
() semestralmente () anualmente
() nenhuma ( )outra:

63. Os dejetos dos caprinos recolhidos na limpeza sdo colocados

aonde?

64. Os dejetos ficam expostos () ou cobertos ( )?

65. O que faz com o esterco dos caprinos? (Mdltipla escolha).

[( )] Vende [( )] Aduba culturas
[( )] Outros (especifique)

66. Caso tenha respondido que aduba as culturas, qual procedimento adota antes de utiliza-
lo?

67. a) Qual a area da instalagdo utilizada para prender os animais?

b) Quantos animais em média ficam presos nesse espaco?

c¢) Por quanto tempo?

d) Outras espécies ficam juntas? () Nao
() Sim. Quais?

68. A agua oferecida aos caprinos e do consumo humano é proveniente de:

Fonte de agua Caprinos Humanos

Cacimba
Acude

Lagoa

Poco Profundo
Cisterna

Poco artesiano
Rio

69. Os caprinos tem acesso a essas fontes de agua? () Nao ( )Sim
70. a) Outras espécies animais tem acesso a essas fontes de agua? ( ) Nao ( ) Sim.

b) Quais espécies?

¢) Com que frequéncia?

71. A 4gua é oferecida aos caprinos em:
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() Vasilhames dentro das instalagdes () Vasilhames fora da instalagbes

() Os caprinos e ovinos bebem direto na fonte

72. Ha presencade: ( ) pombos ( )cdes ( )gatos ( )outros:

73. Quantoscdes e quantos gatos ___ domésticos existem na propriedade?
74. De que os gatos e os cdes se alimentam?

Alimentos Cées Gatos

Racéo

Sobra de alimentos

Leite

Visceras de animais abatidos na propriedade

75. Nesta area € comum a presenca de canideos ou felideos
selvagens?
76. Na propriedade existe alguma instalagdo utilizada para estocar alimentos destinados a
suplementacédo de caprinos? ( )Nao ( ) Sim
77. Animais domésticos ou selvagens tém acesso a estas instalacbes?
() N&o ( ) Sim. Quais?
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APENDICE C

Figura C1. Cadastro das amostras de fezes de cabritos do municipio de Quixada,
Ceara, durante periodo de novembro de 2012 a maio de 2013, em relagéo
ao aspecto: “grude” (A1), cibalas (A2), diarreia (A3), amolecida (A4) e
ressecada (A5).
Fonte: Arquivo pessoal.

Figura C2. Cadastro das amostras de fezes de cabritos do municipio de Quixada,
Ceara, durante periodo de novembro de 2012 a maio de 2013, em relagéo
a coloracdo: normal (V1), verde (V2), verde-amarelada (V3), amarelada
(V4) e marrom com muco laranja (V5).
Fonte: Arquivo pessoal.
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APENDICE D

Tabela D1. Caracterizacdo de 25 estabelecimentos rurais do municipio de Quixada,
Ceara, com criacao de cabritos de trés a 360 dias de idade, com e sem
padrdo racial definido, machos e fémeas, a partir de questionario
epidemioldgico aplicado aos caprinocultores durante coletas em novembro
e dezembro de 2012.

Variaveis N+ N() % (+total) OR IC-95% P=

Conhecimento sobre
criptosporidiose

Nao 13 7 65,00 (13/20)
1,2381 0,1657-9,2530  1,0000"™
Sim 3 2 60,00 (3/5)
Sistema de criacado
Intensivo 2 0 100,00 (2/2)
- - 1,0000™
Semi-intensivo 9 5 64,29 (9/14)
Intensivo 2 0 100,00 (2/2)
- - 0,4909"™
Extensivo 5 4 55,55 (5/9)
Semi-intensivo 9 5 64,29 (9/14)
1,4400 0,2605-7,9612  1,0000™
Extensivo 5 4 55,55 (5/9)
Assisténcia técnica
Nao 5 2 71,43 (5/7)
1,5909 0,2394-10,5728 1,0000™
Sim 11 7 61,11 (11/18)
Irrigacéo
Sim 11 3 78,57 (11/14)
4,4000 0,7699-25,1458 0,1153™
Nao 5 6 45,45 (5/11)
Fornece concentrado
Nao 3 1 75,00 (3/4)
1,8462 0,1628-20,9398 1,0000™
Sim 13 8 61,90 (13/21)
Fornece volumoso
Sim 12 6 66,67 (12/18)
1,5000 0,2506-8,9772  0,6729"™
Nao 4 3 57,14 (417)
Idade da castracéo dos
machos
N&o castra 8 2 80,00 (8/10)
24,0000 1,7411-330,8204 0,0152*
Em torno dos 90 dias 1 6 14,29 (1/7)
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N&o castra
Em torno dos 120 dias
N&o castra
Em torno dos 150 dias
Em torno dos 90 dias
Em torno dos 120 dias
Em torno dos 90 dias
Em torno dos 150 dias
Em torno dos 120 dias

Em torno dos 150 dias

Idade de cobertura das

fémeas
Em torno dos 120 dias

Em torno dos 210 dias
Em torno dos 300 dias
Em torno dos 120 dias
Em torno dos 360 dias
Em torno dos 120 dias
Em torno dos 300 dias
Em torno dos 210 dias
Em torno dos 360 dias
Em torno dos 210 dias
Em torno dos 360 dias

Em torno dos 300 dias

Outras espécies na
propriedade

Com ovinos
Sem ovinos
Sem bovinos
Com bovinos
Com aves

Sem aves

Com equinos e/ou
muares

N A~ N P A~ P N OO M

w A N A N WO O b O WO DN O

12
15

13

T N N o I I =

o O © N N o B

80,00 (8/10)
100,00 (4/4)
80,00 (8/10)
66,67 (2/3)
14,29 (1/17)
100,00 (4/4)
14,29 (1/17)
66,67 (2/3)
100,00 (4/4)
66,67 (2/3)

66,67 (6/9)
33,33 (2/6)
75,00 (3/4)
66,67 (6/9)
80,00 (4/5)
66,67 (6/9)
75,00 (3/4)
33,33 (2/6)
80,00 (4/5)
33,33 (2/6)
80,00 (4/5)
75,00 (3/4)

69,23 (9/13)
58,33 (7/12)
66,67 (4/6)
63,16 (12/19)
62,50 (15/24)
100,00 (1/1)

72,22 (13/18)

0,0000

2,0000

0,0000

0,0833

4,0000

1,5000

2,0000

6,0000

8,0000

1,3333

1,6071

1,1667

0,0000

3,4667

0,1149-34,8242

0,0034-2,0457

0,4471-35,7890

0,1056-21,3130

0,1496-26,7353

0,3544-101,5728

0,5004-127,9066

0,0571-31,1228

0,3104-8,3224

0,1682-8,0904

0,5629-21,3509

1,0000"™

1,0000™

0,0151*

0,1833™

0,4286™

0,3147™

1,0000™

1,0000™

0,5238™

0,2424™

1,0000™

0,6882"™

1,0000™

1,0000™

0,2049™
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Sem equinos e/ou
muares

Com suinos

Sem suinos

Fonte de 4gua dos
caprinos

Acude
Rio
Vasilhames de agua
dentro das instalagcbes

Nao
Sim
Cabritos mamam
colostro

Sim
Nao
Idade de desmame dos
cabritos

Em torno dos 60 dias
Desmame natural
Em torno dos 120 dias
Desmame natural
Em torno dos 150 dias
Desmame natural
Em torno dos 120 dias
Em torno dos 60 dias
Em torno dos 60 dias
Em torno dos 150 dias
Em torno dos 120 dias

Em torno dos 150 dias

Limpeza das
instalagbes

Diaria/ semanal
N&o limpa
Quinzenal/ mensal

N&o limpa

15

14

L N = T = T <> N [ S S SN R SO )

RN R A

P W kW W W N PN WDN W

S S

42,86 (3/7)
80,00 (8/10)
53,33 (8/15)

65,22 (15/23)
50,00 (1/2)

77,78 (7/9)
53,33 (8/15)

66,67 (14/21)
33,33 (1/3)

66,67 (6/9)
33,33 (1/3)
70,00 (7/10)
33,33 (1/3)
50,00 (1/2)
33,33 (1/3)
70,00 (7/10)
66,67 (6/9)
66,67 (6/9)
50,00 (1/2)
70,00 (7/10)
50,00 (1/2)

80,00 (4/5)
50,00 (1/2)
63,64 (7/11)
50,00 (1/2)

3,5000

1,8750

3,0625

4,0000

4,0000

4,6667

2,0000

1,1667

2,0000

2,3333

4,0000

1,7500

0,5492-22,3045

0,1030-34,1324

0,4718-19,8794

0,3073-52,0673

0,2502-63,9533

0,2968-73,3876

0,0511-78,2549

0,1682-8,0904

0,0902-44,3530

0,1068-50,9853

0,1168-136,9663

0,0844-36,2889

0,2290™

1,0000™

0,3891™

0,5331™

0,5227"™

0,5105™

1,0000™

1,0000™

1,0000™

1,0000™

1,0000™

1,0000™
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Semestral
N&o limpa
Diaria/ semanal
Quinzenal/ mensal
Diaria/ semanal
Semestral
Quinzenal/ mensal
Semestral
Dejetos expostos
Sim

Nao

Problema com diarreia

Nao

Observaram coprofagia

Sim

Nao

w N w AN AW

0
15

w N W P N P P oW

2
7

50,00 (3/6)
50,00 (1/2)
80,00 (4/5)
63,64 (7/11)
80,00 (4/5)
50,00 (3/6)
63,64 (7/11)
50,00 (3/6)

60,87 (14/23)
100,00 (1/1)

61,90 (13/21)
50,00 (1/2)

0,00 (0/2)
68,18 (15/22)

1,0000

2,2857

4,0000

1,7500

0,0000

1,6250

0,0000

0,0407-24,5489

0,1853-28,1878

0,2652-60,3277

0,2327-13,1590

0,0887-29,7827

1,0000"™

1,0000™

0,5454"™

0,6437™

1,0000™

1,0000™

0,1304™

N (+) = nUmero de positivos para Cryptosporidium spp. na “Nested’-PCR com gene 18S rRNA, N (-) =
namero de negativos para Cryptosporidium spp. na “Nested”-PCR, % (+/total) = percentual de
positivos, OR = odds ratio, IC- 95% = intervalo de confianca de 95%, valor de P obtido no teste exato
de Fisher.*com significancia estatistica de 5% e "n&o significativo estatisticamente a 5%.



