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Resumo

Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis sdo parasitas unicelulares, protozoarios, de
distribuicdo mundial, com capacidade de infetarem o Homem, animais domésticos, com
relevancia entre os bovinos, e animais selvagens. Estes protozoarios sao responsaveis por infecéo
entérica e a transmissdo entre hospedeiros ocorre habitualmente por via oral-fecal, sendo os
alimentos de origem vegetal consumidos crus e a 4gua, assumidos consensualmente como fontes
de contagio. Nos bovinos, a infe¢do clinica afeta principalmente os animais jovens, sendo 0s
gendtipos zoonoticos, 0s mais prevalentes, enquanto os bovinos adultos sdo assumidos como
reservatorio bioldgico dos parasitas.

Neste trabalho quisemos identificar os gendtipos dominantes nos bovinos, jovens e adultos, bem
como conhecer o papel da agua fornecida aos animais, na transmissdo destes protozoarios.
Assim, propusemos aos produtores e veterinarios da regido de Entre Douro e Minho investigar a
presenca destes 2 parasitas em exploracGes de bovinos de leite dessa regido, no sentido de
perceber o seu impacto na satde animal e no ambiente.

Foram selecionadas 18 exploracdes na regido, e procedemos a recolha global de 111 amostras de
fezes (63 provenientes de vitelos e 48 de bovinos adultos). Foram também realizadas colheitas de
amostras de agua para consumo animal em 10 destas exploracdes para aferir a qualidade
bacterioldgica e parasitoldgica.

As amostras de fezes foram tratadas pelo método de sedimentacdo com enriquecimento em
acetil-etil formol. Dos sedimentos foram obtidos esfregacos corados por Acid-Fast e
Imunofluorescéncia Direta. Foram identificados oocistos de Cryptosporidium spp. em 29
amostras (26,1%) de fezes de bovinos, cistos de Giardia duodenalis em 20 amostras (18,0%) e
infecdo mista em 8 amostras (7,2%) de fezes.

Os oocistos e cistos identificados foram isolados e posteriormente reunidos numa amostra por
exploracdo para efeitos de extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e sequenciacao.

Durante este periodo de estagio procedeu-se a genotipagem de 12 isolados de Cryptosporidium.
A caracterizacdo genética dos isolados de Giardia encontra-se em curso.

Os genotipos de Cryptosporidium identificados foram o C. andersoni, o C. ryanae ¢ o C.
parvum, sendo este ultimo o dominante em bovinos jovens e adultos, o que evidencia

caracteristicas zoonéticas.



Artigo para publicacdo

Este trabalho de estagio originou o manuscrito em preparacdo com o titulo provisorio
“Cryptosporidium spp. and Giardia duodenalis infection in Dairy Cattle: molecular

characterization and environmental impact”
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Introducéo

O principal objetivo deste trabalho de estagio incidiu em compreender a amplitude e o0 modo
como o0s bovinos de leite na Regido de Entre Douro e Minho sdo reservatorios bioldgicos de
estirpes genotipicas zoonoticas de Cryptosporidium spp. e de Giardia duodenalis, bem como
avaliar o papel da agua para consumo animal como fonte de contaminacéo.

O estagio foi realizado no Centro de Imunologia e Biologia Parasitaria do Departamento das
Doencas Infeciosas do Instituto Nacional de Sadde Dr. Ricardo Jorge, Delegacdo do Porto entre
2 de janeiro de 2017 e 21 de abril de 2017. Procedemos a colheita de amostras de fezes e de agua
para consumo animal nas explorac@es selecionadas, executamos os métodos convenientes para
identificacdo dos protozoarios e a sua caracteriza¢do genética.

Neste relatorio serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante o periodo de
estagio e serd realizada uma pequena revisao bibliografica sobre a biologia, ciclo de vida e
transmisséo dos parasitas considerados para este estudo.

Acredito ter cumprido os objetivos deste estdgio. Esta estadia no laboratorio permitiu-me
desenvolver a capacidade de autonomia, organizacdo de dados e aprofundamento das técnicas de
diagnostico laboratorial.

Foi uma experiéncia bastante enriquecedora, dado que a integracdo num grupo multidisciplinar
permitiu uma grande troca de conhecimentos que se mostrou primordial para o sucesso deste

trabalho. Foi sem duvida uma boa experiéncia, tanto a nivel pessoal como profissional.



Revisdo bibliografica

Biologia, ciclo de vida e transmissao

O Cryptosporidium spp. e a Giardia duodenalis (G.duodenalis) sdo parasitas protozoarios
amplamente distribuidos por todo o mundo e tém sido associados a varios surtos de doenca
entérica transmitida pelos alimentos e pela 4gua.’

Séo reconhecidas 32 espécies de Cryptosporidium que afetam varios hospedeiros: 0 Homem, 0s
bovinos, as aves de capoeira e de caca, 0s animais de companhia e 0s animais selvagens. 23

O Cryptosporidium parvum (C. parvum) é uma das principais causas de criptosporidiose humana
de origem zoonotica. O C. hominis, o C. parvum e o C. meleagridis sdo as principais espécies de
Cryptosporidium responsaveis pela criptosporidiose humana. No entanto, o C. bovis, C.
andersoni, C. canis, C. cuniculus, C. felis, C. ubiquitum e o C. muris tém sido descritos
ocasionalmente em amostras humanas.**

Nos bovinos, o Cryptosporidium parvum, a espécie zoonotica, é dominante em vitelos jovens ( <
1 més de idade); Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium ryanae e Cryptosporidium andersoni
s80 as espécies mais prevalentes em vitelos mais velhos (> 4 meses de idade) e em bovinos
adultos.*

Dentro do género Giardia, apenas a Giardia duodenalis tem sido associada a doenca nos
humanos e em geral nos mamiferos. Atualmente conhecem-se sete assemblages (assemblages =
genotipos) de G. duodenalis, designados de A a G. Os assemblage A e B provocam doenca no
Homem, cdes, gatos, ruminantes e animais selvagens; os assemblages C e D apenas infetam cées;
0 assemblage E infeta bovinos e os assemblages F e G infetam apenas gatos e roedores.>>.?

A infegdo por estes parasitas ocorre pela ingestdo da forma, ambientalmente resistente, o
(oo)cisto.

No caso do Cryptosporidium, a infecdo ocorre ap6s a ingestdo do oocisto, através de agua
contaminada (agua potavel ou de recreio) e/ou ocasionalmente, por alimentos contaminados por
fezes de hospedeiros infetados. ®’

No hospedeiro suscetivel, o oocisto ingerido sofre excistamento ao nivel do trato gastrointestinal
e 0s esporozoitos libertados vao parasitar as células epiteliais do intestino delgado. Os
esporozoitos invadem os enterdcitos e desenvolvem-se trofozoitos. O estado trofozoito é
intracelular, mas extracitoplasmatico. Nos enterdcitos, os parasitas sofrem multiplicacéo

assexuada (esquizogonia ou merogonia) e depois reproducédo sexuada (gametogonia), produzindo



microgametocitos (gametas masculinos) e macrogametocitos (gametas femininos). Apos a
fertilizacdo desenvolve-se o zigoto, podendo este ser de duas caracteristicas: 80% dos zigotos
formados originam 0s oocistos de paredes espessas que por esporogonia formam oocistos
esporulados, contendo quatro esporozoitos, que serdo libertados nas fezes. Estes oocistos sdo
muito resistentes no ambiente e sdo responsaveis pela transmissdo da infecdo entre hospedeiros
suscetiveis. Os restantes 20% dao origem a oocistos de paredes finas, que representam as formas

do ciclo de vida auto-infetante capazes de manter o parasita dentro do hospedeiro (Fig.1). ®’

) Thick-walied © Oocyst (Sporazoiie 3 Trophazcite Type | Mercat

cocys! (sporulated) F
B

t’h.n-wauaﬂ

oocyst
[sporulated)

Mﬂogarnunt

Lindiferantabed

Gamnl
f %/Typellh‘lemm
Marozoiles

_- T /% giEn 7y Sexval Cycle

Fig.1: Ciclo de vida do parasita Cryptosporidium spp. ’

Os cistos sdo as formas ambientalmente resistentes de Giardia duodenalis e sdo responsaveis
pela transmissdo da giardiase. A infecdo ocorre pela ingestdo de cistos presentes na agua,
alimentos ou fomites contaminados por fezes de hospedeiros infetados. Apos a ingestdo, ocorre
excistamento do cisto no duodeno e os trofozoitos aderem & mucosa duodenal ou @ mucosa do
jejuno proximal, através do disco ventral e, replicam-se por divisdo binaria. A formacdo de cistos
ocorre a medida que os trofozoitos se movem para o célon. Os cistos sdo infetantes quando

eliminados nas fezes ou pouco tempo depois da sua excre¢édo (Fig.2). 08



Contamination of water, food, or
handsfamites with infective cysts.

Trophozoites are also
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they do not survive in
the environment.

Fig.2: Ciclo de vida do parasita Giardia duodenalis.?

A excrecdo dos cistos tende a ser intermitente, pelo que uma unica amostra negativa ndo é
indicador de auséncia de infecdo ativa, sendo aconselhavel realizar trés colheitas em dias
alternados.

Como referido anteriormente a transmissdo de (oo)cistos destes parasitas a hospedeiros
suscetiveis ocorre sempre por via oral-fecal, por ingestdo de agua, alimentos contaminados ou
apo6s manipulacdo de animais infetados.

Assim, as explorag@es pecuarias podem representar um potencial risco de contaminacdo quer
para 0s humanos quer para 0s animais. Por um lado, o escoamento de agua residual pode chegar
a agua superficial ou contaminar a agua subterranea, por outro lado a aplicacdo do estrume como
fertilizante agricola, possibilita a contaminacdo dos solos e da &gua de superficie e/ou a agua
subterranea por agentes patogénicos fecais, sendo estes fenémenos ampliados pela precipitacao.’



Sobrevivéncia no ambiente

Os (oo)cistos de Cryptosporidium spp. e de Giardia duodenalis estdo bem adaptados a condicGes
ambientais extremas, sendo capazes de sobreviver a temperaturas que variam entre 0s 4 e 0s
37°C e em ambientes de composi¢do quimica muito variavel (em termos de composic¢ao organica
e riqueza em sais minerais). Sendo contudo vulneraveis a temperaturas elevadas (> 71,7° C) e a
dessecagdo.” 1 13

As exploracbes de bovinos tém sido reportadas pelas elevadas concentracbes destes dois
parasitas, contribuindo em grande medida para a contaminacdo ambiental. No entanto, 0s
animais selvagens, bem como as aves aquaticas também desempenham um papel na
disseminacdo de Cryptosporidium spp. e de Giardia duodenalis no ambiente, uma vez que sdo
encontrados (oo)cistos em regides desertas, isto €, sem qualquer fonte de contaminacdo agricola
ou humana.™

A presenca de oocistos e cistos de Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis constitui um risco
para o0 abastecimento de agua potavel devido a sua resisténcia ao cloro nos niveis rotineiramente
utilizados para o tratamento de dgua. Apenas 0s processos de desinfecdo alternativos, como a
ozonizacdo e a utilizacdo da luz ultravioleta tém-se mostrado eficazes na inativacdo dos
protozoérios.***?

Os fornecedores publicos e privados de &gua geralmente dependem da depuracdo natural por
processos geoldgicos ou da remocdo fisica dos organismos por processos de coagulacdo e de
filtracdo efetuados durante o tratamento convencional da agua para consumo humano, mas se
estas medidas forem insuficientes, e o nimero de organismos no ambiente for elevado, um
numero suficiente pode passar para o abastecimento de agua potével e causar doenga esporadica

ou um surto de doenca.™"*?

Criptosporidiose e giardiase humana e animal

O Cryptosporidium parvum € altamente infecioso para os bovinos e para os seres humanos,
sendo nestes 0s grupos de risco: criangas, idosos e pessoas imunocomprometidas. Nos bovinos,
os vitelos recem-nascidos sdo altamente suscetiveis a infecdo por C. parvum e podem excretar
tantos oocistos como 10”7 por grama de fezes. Os animais mais velhos podem permanecer

infetados e excretar oocistos, perpetuando a transmissdo a outros hospedeiros suscetiveis. *°



O numero de (oo)cistos necessario para induzir infecdo nos seres humanos e em bovinos é
relativamente baixo, sendo estimada a dose infeciosa de 10 oocistos de Cryptosporidium spp. ou
10 cistos de Giardia duodenalis.”

O Cryptosporidium hominis é encontrado quase exclusivamente nos seres humanos, enquanto o
C. parvum, o gendtipo zoondtico, também é encontrado nos animais de espécies pecuarias e nos
animais selvagens. A ocorréncia nos seres humanos de ambos os gendtipos de Cryptosporidium,
tem fornecido evidéncias de que tanto o ciclo antropondtico como zoondtico podem ocorrer nas
infeces humanas.™

A criptosporidiose humana é normalmente uma doenca gastrointestinal aguda, auto-limitante,
caraterizada por diarreia aquosa, colicas, vomitos, febres baixas e perda de apetite. O periodo de
incubacdo é em média 7 dias (pode variar de 2 a 10 dias) e os sintomas sdo geralmente de curta
duracdo (1 a 2 semanas) nos pacientes imunocompetentes.*’

Nos individuos imunocomprometidos, a doenca assume um caracter grave e persistente, com
invasdo de outros 6rgdos, incluindo pulmd@es e o ducto biliar, sendo uma ameaca a vida do
paciente. Um quadro semelhante com morbilidade e mortalidade significativas pode ocorrer em
criancas subnutridas.>**

Existem evidéncias de criptosporidiose humana associada a exploragfes pecuarias e a exposi¢ao
a animais infetados, particularmente bovinos jovens. Embora os trabalhadores e os visitantes das
exploragGes possam contrair criptosporidiose por contacto direto, a transmissdo indireta de
Cryptosporidium spp. dos bovinos através da agua tem sido considerada a fonte zoondtica mais
importante na infecdo humana.’

A giardiase humana varia de assintomatica a pacientes com diarreia grave e ma absorcdo. A
giardiase aguda desenvolve-se apds um periodo de incubacéo de 1 a 14 dias (média de 7 dias) e
dura geralmente 1 a 3 semanas. Os sintomas incluem diarreia, dor abdominal, distenséo
abdominal, nauseas e vomitos. Na giardiase cronica, 0s sintomas sdo recorrentes e pode ocorrer
mé absorcao e emaciacao.’

Os vitelos normalmente sdo infetados com Cryptosporidium spp. entre a primeira e a quarta
semana de idade com um periodo pré-patente de 7 dias sendo a exibicdo clinica da doenca
observada entre os 7-30 dias de idade com uma duracgdo da infecdo de duas semanas. Em vitelos
é possivel a identificacdo de oocistos nas fezes a partir dos dois dias de idade (eliminacdo
passiva), atingindo um pico de excrecéo por volta dos 14 dias (excre¢do ativa).’

As principais manifestacfes clinicas de C. parvum nos bovinos sdo diarreia amarela palida com

muco, depressdo, anorexia e dor abdominal.’



A Giardia duodenalis tem sido implicada como um agente etioldgico isolado e em combinacdo
com outros agentes patogénicos entéricos na diarreia dos vitelos. InfecBes simultaneas com
G.duodenalis e Cryptosporidium spp. foram observadas como a causa primaria de diarreia nos
vitelos com menos de 30 dias de idade, e a Giardia sozinha foi associada com diarreia em vitelos
com mais de 30 dias de idade.’

Fatores de risco associados com a criptosporidiose em exploracdes de bovinos

Vérias pesquisas foram levadas a cabo com o objetivo de determinar a associacao entre a idade
do animal, a ocorréncia de diarreia, o tipo de abastecimento de agua da exploracéo e o tipo de
estabulacdo dos vitelos com a excrecdo de oocistos de Cryptosporidium spp.*>®

Os resultados destes estudos evidenciaram que uma diminuicdo na excregao de oocistos ocorre
guando a fonte de agua era de po¢o, em vez de nascentes ou riachos e uma diminuicdo da
excrecdo com o aumento da idade dos animais. Nao foi encontrada associacao entre a eliminacao
de oocistos e o tipo de dieta liquida, sexo, tempo em que o vitelo ficou com a progenitora ap6s o
nascimento, uso de antibi6ticos, presenca de sangue nas fezes e época de partos.*>*°

Os fatores de risco mais frequentemente associados a eliminacéo de oocistos pelos vitelos séo a
idade igual ou inferior a 20 dias e a ocorréncia de diarreia.’®

O conhecimento da prevaléncia e dos fatores de risco para a excre¢do de oocistos sdo um preé-
requisito para a monitorizacdo eficaz da infe¢do e para a implementacdo de medidas de controlo,

limitando, deste modo, a transmiss&o do parasita e a contaminac&o ambiental com oocistos.*®



Trabalho laboratorial

Com o objetivo de determinar a existéncia destas infecdes na populacdo de bovinos leiteiros na
regido de Entre Douro e Minho (EDM) e de que forma a transmissdo da infecdo pode ser
assegurada pela agua de bebida, bem como o potencial risco zoondético representado pelos
bovinos dentro das bacias hidrograficas da regido realizamos o seguinte trabalho, que passarei a

descrever.
Material e métodos
Selecdo e recolha de amostras fecais

Foram selecionadas 18 exploracfes de bovinos leiteiros, situadas na regido de EDM. O critério
para a selecdo das exploragdes foi a sua proximidade com os principais rios da regido: Lima,
Céavado e Ave. Assim, as exploragGes selecionadas situam-se nos concelhos de Ponte de Lima,
Viana do Castelo, Barcelos e Vila do Conde.

As exploragOes selecionadas tinham um efetivo médio de 140 animais, variando entre 50 a 500
animais por exploragéo.

Em cada exploragdo, procedeu-se a colheita de amostras de fezes em animais adultos e em
vitelos em numero representativo do efetivo total em estudo. No total, foram recolhidas 111
amostras fecais, sendo 63 de vitelos (com menos de 1 més de idade) e 48 de bovinos adultos
(mais de 24 meses).

As recolhas de amostras de fezes foram realizadas diretamente do recto, acondicionadas em
frascos plasticos de analise estéreis, identificados com o nimero da amostra, fazendo-se
corresponder na folha de registo esse numero ao nimero do brinco de identificacdo animal e a
faixa etaria em que o bovino se encontrava. Os recipientes foram acondicionados e

encaminhados para o laboratério, logo que possivel.
Amostras de agua para consumo animal

Foram recolhidas amostras de agua em 10 das 18 exploracdes selecionadas, para andlise
parasitoldgica e bacterioldgica. Para a andlise parasitologica foram filtrados 200 litros de agua
diretamente de uma torneira de cada exploragéo, utilizando para o efeito filtros Envirochek ™ de
acordo com as instrugcdes do fabricante, e por imperativo da execucdo do Método 1623 da EPA

(United States Environmental Protection agency).



Para andlise bacteriologica foram recolhidos 100 mL de &gua, de forma asseptica, para um
recipiente apropriado, esterilizado, diretamente da mesma torneira. Os recipientes foram

acondicionados em sacos isotérmicos e encaminhados para o laboratério, logo que possivel.*
Detecao de (oo)cistos de Cryptosporidium spp. e de G. duodenalis em amostras de fezes

As amostras de fezes foram concentradas por sedimentagdo com enriquecimento em acetil-etil
formol de acordo com o método do Centers for Disease Control and Prevention (CDC):
suspendemos uma aliquota da amostra de fezes em formol a 10% e filtramos através de uma
gaze, para um tubo de Falcon de 15 mL, para reter os grandes detritos. Seguidamente
centrifugamos a 500 x g durante 10 minutos e decantamos o sobrenadante. Ao sedimento
adicionou-se 10 mL de formol a 10% e 4 mL de éter e, colocando uma rolha a tapar o tubo,
agitou-se vigorosamente numa posicdo invertida durante 30 segundos, para re-suspender o
sedimento. A rolha foi rejeitada e os tubos foram centrifugados, novamente, a 500 x g durante 10
minutos. Libertamos o rolh&o de detritos do topo do tubo, soltando os lados do rolhdo com uma
vareta de vidro e, decantamos as camadas superiores do sobrenadante. Por fim, adicionou-se 1-2
mL de formol a 10% para voltar a re-suspender a amostra concentrada.*’

Para identificar os oocistos de Cryptosporidium spp., os esfregacos do sedimento foram deixados
secar ao ar e fixados com metanol. Posteriormente realizou-se a coloracdo Acid-Fast de acordo
com o método do CDC modificado por Kinyoun e as preparacGes foram analisadas com o auxilio
de um microscopio Optico, utilizando 6leo de imersdo e a objetiva de 100x. A amostra foi
considerada positiva sempre que um oocisto com a morfologia correta (isto é, propriedades
Opticas, estrutura interna, tamanho e forma) foi encontrado na lamina. Os critérios utilizados para
identificar os oocistos tipo C. parvum foram os seguintes: medir entre 4 a 6 um, forma esférica
com esporozoitos no seu interior, uma cor rosa na coloracdo Acid Fast e ter um halo a volta
(Figs. 3 e 4), >0

Figs. 3 e 4: Laminas de acid-fast positivas para Cryptosporidium spp. Fonte: Captada pelo autor.

9



A identificacdo dos cistos de Giardia duodenalis foi realizada por exame direto. Uma aliquota da
amostra concentrada foi pipetada para uma lamina e o sedimento foi observado por microscopia
Optica para identificacdo de cistos. A amostra foi considerada positiva quando pelo menos um
cisto de G. duodenalis foi encontrado na lamina. Os critérios utilizados para identificacdo dos
cistos foram os seguintes: estrutura ovoide, 10 x15 pm, presenga de 4 nucleos no interior (por
vezes, ndo conseguimos identificar a totalidade dos nucleos), presenca de corpo central e

refringéncia de membrana (Figs. 5 e 6).'2
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Figs. 5 e 6: Exame direto positivo para Giardia duodenalis (imagens da esquerda e da direita)

Fonte: Captada pelo autor

O exame direto para além da identificacdo dos cistos de Giardia duodenalis permitiu a detecéo
da presenca de outros parasitas tais como oocistos de Eimeria spp. (Figs. 7 e 8) e ovos de
nematodes (Ostertagia, estrongiloides, ...) (Figs. 9 e 10).
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Figs. 7 e 8: Observacdo de oocistos de coccideos (Eimeria spp.) no exame direto (imagens da esquerda e da

direita). Fonte: Captada pelo autor
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Figs. 9 e 10: Observacao de ovos tipo Ostertagia (imagem da esquerda) e de ovos de estrongiloides (imagem da

direita) no exame direto. Fonte: Captada pelo autor

Todas as amostras de fezes também foram analisadas pela técnica de imunofluorescéncia direta
(DFA) com anticorpos monoclonais especificos para antigénios da parede dos (oo)cistos. Esta
técnica possui uma elevada sensibilidade e especificidade e é considerada o gold standard por
muitos laboratérios. Uma vez que tinhamos acesso ao equipamento de microscopia de
epifluorescéncia no nosso laboratorio, recorremos a esta técnica para otimizar a identificacdo de
amostras positivas. Uma aliquota da amostra concentrada por sedimentacdo foi pipetada para
uma lamina, deixada a secar ao ar e fixada com metanol. Posteriormente foi corada de acordo
com as instrugdes do fabricante (Aqua-Glo™ G/C Direct Comprehensive Kit, Waterborne, Inc.,

New Orleans, LA). O esfregaco foi analisado em toda a sua extensdo por microscopia de

epifluorescéncia com a objetiva de 40x para pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp. e
cistos de G. duodenalis (Figs. 11 e 12). "8

Figs. 11 e 12: Lamina de imunoflurescéncia positiva para Cryptosporidium spp. (imagem a esquerda, 400X,
oocistos fluorescentes a verde); Lamina de imunoflurescéncia positiva para Giardia duodenalis (imagem a
direita, 400x, cistos fluorescentes a verde). Fonte: Captada pelo autor
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Isolamento e extracdo de DNA

As amostras positivas para oocistos de Cryptosporidium spp. e/ ou cistos de Giardia duodenalis
por microscopia de imunofluorescéncia foram processadas para o isolamento dos parasitas.

Os oocistos de Cryptosporidium spp. foram isolados utilizando um método de gradiente de
cloreto de césio (CsCl) modificado desenvolvido pelo nosso laboratério, derivado do protocolo
de purificagdo de oocistos de Arrowood, M., Donaldson, K., 1996. Resumidamente, uma
aliquota da amostra de fezes foi lavada com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH
7,4) e éter. Adicionou-se 10 mL de éter-PBS (1:10) a amostra de fezes, agitou-se no vortex até
homogeneizacdo e centrifugou-se a 300 x g durante 10 min. O sobrenadante foi rejeitado e a
lavagem foi repetida. O sedimento de cada tubo foi re-suspenso em PBS para atingir um volume
final de 1,5 mL. Foram colocados 750 uL de cloreto de césio (densidade 1,15) dentro de um tubo
de microcentrifuga de 2 mL e sobre a solucdo de CsCl, colocou-se, cuidadosamente, uma
aliquota do sedimento de fezes com oocistos (500 uL) e, procedeu-se a centrifugacdo a 16000 x
g durante 4 min. O sobrenadante foi recolhido (~ 1 mL) e transferido para um novo tubo de
microcentrifuga de 2 mL, diluido até a capacidade méaxima do tubo com PBS e centrifugado a
16000 x g durante 4 min. O sobrenadante de todos os tubos foi rejeitado e os sedimentos foram
novamente suspensos em 400 pL de PBS.'"%

Os cistos de Giardia duodenalis foram isolados das fezes utilizando o método de gradiente de
cloreto de césio acima descrito duplicando a concentracdo de cloreto de césio, uma vez que,
inicialmente recorreu-se a centrifugacdo com gradiente de densidade de sacarose, mas ndo
resultou na densidade especifica dos nossos cistos de G.duodenalis (comunicacdo do
laboratério). "%

O &cido desoxirribonucleico (DNA) foi extraido dos oocistos isolados de Cryptosporidium spp. e
dos cistos de G. duodenalis utilizando um Kit comercial, 0 QlAamp® DNA Mini Kit de acordo

com as instrucdes do fabricante (QIAGEN GmbH, Berlim, Alemanha).'®

Caracterizagdo molecular de Cryptosporidium spp. e de G. duodenalis

Foi utilizado um nested PCR dirigido ao gene rRNA da pequena subunidade (SSU) para permitir
a diferenciacdo entre C. parvum e outros gendtipos e espécies de Cryptosporidium e elucidar o
potencial risco zoondtico representado pelos bovinos dentro das bacias hidrograficas. Todas as
amostras positivas por DFA foram submetidas ao protocolo de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR)."
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Foram também utilizados dois pares de primers que amplificam um fragmento final de
aproximadamente 826 a 864 pares de base (pb) (Figs. 13 e 14). A primeira reacdo consistiu em
10,5 pL de solugdo de DNA obtida a partir do processo de extracdo, adicionada a uma mistura
constituida por 12,5 uL de Taqg DNA Polymerase 2x Master Mix Red, 1 uL do primer externo
direto 5’-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3” ¢ 1 uL do primer externo reverso 5’-
CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’. A segunda reacao consistiu em 2,0 uL do produto de
PCR da primeira reagdo adicionado a uma mistura constituida por 8,5 uL de agua destilada, 12,5
pL de Tag DNA Polymerase 2x Master Mix Red, 1 pL do primer interno direto 5°-
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3> ¢ 1 puL do primer interno reservo 5’-
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’. As reacdes foram realizadas nas mesmas condicdes:
35 ciclos de 94 ° C durante 45 segundos (s), 55 ° C durante 45 s, e 72 ° C durante 1 minuto.™
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Figs. 13 e 14: Gel de electroforese a 1,4% com os produtos de PCR da 22 reacdo de Cryptosporidium spp.
(imagem a esquerda); Gel de electroforese a 1,4% com o fragmento de interesse de Cryptosporidium spp.
isolado do 1° gel (imagem a direita). Fonte: Captada pelo autor

Para a analise da sequéncia do gene da B-giardina dos cistos de Giardia duodenalis realizou-se
um semi-nested PCR. Na primeira reacdo, amplificou-se um fragmento de 753 pb (Figs. 15 -17),
utilizando o primer direto G7 (5’-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’) e 0 primer
reverso G759 (5’-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’). A mistura de PCR consistiu
em 10,5 pL de solucdo de DNA obtida a partir do processo de extracdo, adicionada a 12,5 pL de
Taq DNA Polymerase 2x Master Mix Red e 1 uL de cada primer.

Na segunda reacdo do semi-nested PCR, um fragmento de 384 pb foi amplificado utilizando o
primer direto G376 (5’- CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3’) e 0 primer reverso

G759. Para esta reacdo utilizou-se 2,5 puL do produto de PCR da primeira reagao.
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O PCR foi realizado da seguinte forma: apds um passo de desnaturacdo inicial de 2 minutos
(min) a 95°C, realizou-se um conjunto de 30 ciclos, cada ciclo era composto por 30 s a 94 °C, 30

sa60°C e 60sa 72 °C, sequidos de uma extensdo final de 5 min a 72 °C. +#
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Figs. 15 e 16: Gel de electroforese a 1,5% com os produtos de PCR da 12 reacdo de Giardia duodenalis das
amostras 1, 5, 6 e 9 (imagem a esquerda); Gel de electroforese a 1,5% com os produtos de PCR da 12 reacao
de Giardia duodenalis das amostras 11, 12, 13 e 14 (imagem a direita). Fonte: Captada pelo autor
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Fig. 17: Gel de electroforese a 1,5 % com o fragmento de interesse de Giardia duodenalis isolado do gel

anterior. Fonte: Captada pelo autor

Para todas as reagdes de PCR, o controlo negativo foi preparado com agua destilada. Os produtos
de PCR foram visualizados em gel de agarose corado com brometo de etidio sob luz UV. Apoés a
reacdo de PCR bem-sucedida, os produtos de PCR foram purificados do gel de agarose
utilizando o kit NZY Gelpure (NZY Tech, Portugal).*>*®

Os fragmentos de DNA foram sequenciados em ambas as dire¢des num laboratorio comercial
(GATC Biotech AG, Coldnia, Alemanha), utilizando os primers diretos. As sequéncias de DNA
obtidas  foram  comparadas com um banco de dados (GenBank em
www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST), usando o software BLAST e corrigidas usando o software

ChromasPro1.'’
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Detecédo de (oo)cistos em amostras de dgua

Para identificacdo dos protozoarios foi executado o Método 1623 da EPA também designado por
teste de imuno-separacdo magnética e imunofluorescéncia. Os filtros Envirochek foram tratados
para efeitos de eluicdo dos parasitas aprisionados numa solugdo constituida por Laureth, Tris-
EDTA e antifoam A. Foi adicionado a cada filtro 130 mL desta solugcdo. Posteriormente foram
colocados num agitador tridimensional durante 25 minutos.?

A solucdo de eluicdo foi vertida para um tubo de Falcon de 150 mL e centrifugada a 1800 rpm
durante 30 min. O sobrenadante foi decantado, deixando-se 0 minimo necessario para re-
suspender o sedimento. Este foi transferido para um tubo Leighton para imuno-separacdo.”
Resumidamente, a cada tubo Leighton foi adicionado 1 mL de tamp&o A 10x, 1 mL de tampéo B
10x, 100 pL de Dynabeads Cryptosporidium e 100 pL. de Dynabeads Giardia (Dynabeads®
GCCombo, Invitrogen Dynal, A.S., Oslo, Noruega). Os tubos Leighton foram posteriormente
colocados em rotacdo no Sample Mixer, durante 1 hora & temperatura do laboratério.”
Finalmente, os tubos Leighton foram colocados, um a um, num concentrador de particulas
magnéticas e movidos suavemente durante 2 minutos através de um angulo de 90° (Dynal MPC-
1 - Magnetic Particle Concentrator). O sobrenadante foi rejeitado, os tubos foram removidos do
concentrador de particulas magnéticas e adicionou-se 1 mL de tampdo A 1x a cada tubo. Os
tubos foram suavemente agitados para re-suspender o complexo beads - (0o)cistos e a suspensao
final foi transferida para Eppendorfs de 1,5 mL. Os Eppendorfs foram colocados num segundo
concentrador de particulas magnéticas e foram agitados durante 1 minuto (Dynal MPC-S -
Magnetic Particle Concentrator). De seguida, aspiramos todo o sobrenadante. O iman do
concentrador de particulas permitiu que o complexo beads - (oo)cistos aderisse a parte posterior
dos Eppendorfs e se pudesse aspirar o sobrenadante sem interferir com o complexo beads -
(00)cistos.*

ApOs aspirarmos 0 sobrenadante, removemos o iman do concentrador de particulas e
adicionamos 50 uL de HCI (0,1 mol) a cada tubo e vortexamos durante 15 segundos, deixamos
repousar 5 minutos, vortexamos 15 segundos e deixamos repousar novamente durante 5 minutos.
O HCI permitiu desfazer a ligacdo dos (0o)cistos as beads.”

Posteriormente, foi colocado novamente o iman no concentrador de particulas. As beads
aderiram a parte de trds dos Eppendorfs devido a forca do iman e os (oo)cistos ficaram em
solugéo. Transferimos toda a solucdo, sem as beads, para uma lamina com 5 pulL de NaOH 1,0 N

para microscopia por imunofluorescéncia.’
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As laminas foram deixadas a secar a temperatura ambiente durante a noite. No dia seguinte
foram preparadas para observacdo por imunofluorescéncia de acordo com as instrugdes do
fabricante do kit (Aqua-Glo™ G/C Direct Comprehensive Kit, Waterborne, Inc., New Orleans,
LA).*

Andlise estatistica

Com o objetivo de investigar se a presenca de oocistos de Cryptosporidium spp. estava associada
com diferentes fatores, como a idade do animal, a presenca de diarreia e a fonte de agua foi
utilizado o teste de qui-quadrado com correc¢do para a continuidade, sempre que 0S pressupostos
se verificaram ou através do teste Exato de Fisher. O nivel de significancia (o)) usado foi de 0,05.

A analise estatistica foi realizada com o SPSS.
Resultados

Distribuicdo da amostragem

Foram realizadas colheitas de amostras de fezes de 111 animais em 18 explorac6es (Gréafico 1 e
tabela 6 em anexo). Dos animais amostrados, 63 (56,8%) sdo vitelos e 48 (43,2%) sdo adultos
(Gréfico 2 e tabela 5 em anexo).
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Grafico 1: Namero de animais amostrados por grupo etario por exploragéo
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m Vitelos
= Bovinos adultos

Grafico 2: Distribuicdo da amostragem por grupo etario
Cryptosporidium spp. e G. duodenalis nas fezes dos animais

Quatro das 18 exploracdes (22,2%) foram positivas respetivamente para Cryptosporidium spp. e
Giardia duodenalis e 9 das 18 exploragdes (50,0%) apresentaram coinfeccdo por estes 2
parasitas (Gréfico 3). Dentro de cada exploracdo, a presenca de oocistos de Cryptosporidium
spp. variou entre 0s 0,0 % e 0s 100,0% e a ocorréncia de cistos de G. duodenalis variou entre 0s
0,0 % e os 80,0% (tabela 6, em anexo). Uma exploracdo foi considerada positiva quando pelo
menos um animal proveniente dessa exploracdo apresentava (00)cistos nas fezes analisadas.
Observamos (oo)cistos por imunofluorescéncia (DFA) em pelo menos uma amostra de fezes de
94,4% das exploragOes incluidas neste estudo. Apenas uma de 18 exploracGes foi negativa
(exploracdo 7) tanto para Cryptosporidium spp. como para Giardia duodenalis em todas as
amostras de fezes recolhidas (Gréafico 3 e tabela 2).

= Cryptosporidium
® Giardia
= Cryptosporidium +

Giardia

® Negativa

Gréfico 3: Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de G.duodenalis por exploragéo
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A nivel individual, foram detetados oocistos de Cryptosporidium spp. em 29 amostras das 111
amostras (26,1%) de fezes de bovinos, cistos de Giardia duodenalis em 20 amostras (18,0%) de
fezes e coinfeccdo em 8 amostras (7,2%) de fezes. Das 111 amostras de fezes de bovinos, 54

amostras (48,7%) foram negativas para ambos os parasitas (Grafico 4).

m Cryptosporidium
m Giardia
Cryptosporidium +

Giardia

= Negativo

Gréfico 4: Ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de G.duodenalis por individuo

Das amostras analisadas provenientes de vitelos, 27 amostras (42,9%) foram positivas para
oocistos de Cryptosporidium spp. e 19 (30,2%) foram positivas para cistos de Giardia
duodenalis. Das amostras analisadas de bovinos adultos, 10 (20,8%) e 9 (18,8%) amostras foram

positivas para oocistos e cistos, respetivamente (tabela 1).

Idade Cryptosporidium Cryptosporidium Total Giardia Giardia Total
negativo positivo negativo positivo
n (%) n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%)
Vitelos 36 (57,1) 27 (42,9) 63 (1000) 44 (69,8) 19 (30,2) 63 (100,0)
Vacas 38 (79,2) 10 (20,8) 48 (100,0) 39(81,3) 9 (18,8) 48 (100,0)

Tabela 1: Ocorréncia de infe¢des por Cryptosporidium spp. e G. duodenalis por grupo etario
Caracterizagdo molecular dos isolados de Cryptosporidium spp. e G.duodenalis

A amplificagdo por PCR foi realizada em 17 amostras de DNA (total de exploragGes positivas
para oocistos de Cryptosporidium spp. e/ou cistos de Giardia duodenalis). A amostra de DNA
foi constituida por um conjunto de sedimentos, por explora¢do, com oocistos e cistos, onde a

extracdo de DNA foi realizada simultaneamente.
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A genotipagem foi realizada em 12 isolados de Cryptosporidium. A sequenciacdo dos isolados
de Giardia est4 ainda em curso.

A caracterizacdo molecular dos isolados de Cryptosporidium mostrou que o C. parvum foi a
espécie predominante. O Cryptosporidium andersoni e o Cryptosporidium ryanae foram
identificados, cada um, em apenas uma amostra e 0 Cryptosporidium parvum foi encontrado em

10 amostras (tabela 2).

Exploracéo Imunofluorescéncia Sequenciagéo
Cryptosporidium Giardia Cryptosporidium Giardia
1 positiva positiva Cryptosporidium parvum
2 positiva negativa Cryptosporidium parvum
3 positiva negativa Cryptosporidium parvum ---
4 positiva negativa Cryptosporidium parvum
5 positiva positiva Cryptosporidium parvum
6 positiva positiva Cryptosporidium
andersoni
7 negativa negativa
8 positiva positiva Cryptosporidium parvum
9 negativa positiva
10 positiva negativa Cryptosporidium parvum
11 positiva positiva Cryptosporidium parvum
12 positiva positiva ndo amplificou
13 negativa positiva
14 positiva positiva Cryptosporidium parvum
15 positiva positiva Cryptosporidium ryanae
16 negativa positiva
17 negativa positiva
18 positiva positiva Cryptosporidium parvum

Tabela 2: Resultados de microscopia por imunofluorescéncia e da caracterizacdo genética por exploracao

Analise dos fatores de risco associados com a criptosporidiose nos bovinos

A andlise do qui-quadrado permitiu-nos observar a presenga ou auséncia de uma associacao
significativa entre a idade dos animais, a ocorréncia de diarreia, fonte de agua de consumo
animal, tipo de estabulacdo, presenca de outros parasitas e a detecdo de oocistos de

Cryptosporidium spp. nas fezes (tabela 3).
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Cryptosporidium Cryptosporidium

] o Total
Fator negativo positivo Valor de prova
n (%)
n (%) n (%)
Idade
Vitelos 36 (57,1) 27 (42,9) 63 (100,0) 0,025
Vacas 38 (79,2) 10 (20,8) 48 (100,0)
Diarreia*
Presente 11 (55,0) 9 (45,0) 20 (100,0) 0,001 ®
Ausente 57 (90,5) 6 (9,5) 63 (100,0)
Fonte de &agua dos
animais*
Poco 51 (68,0) 24 (32,0) 75 (100,0) 1000
Furo 20 (66,7) 10 (33,3) 30 (100,0) ’
Estabulacdo
Viteleiros individuais 28 (54,9) 23 (45,1) 51 (100,0) 0677
Lotes de vitelos 8 (66,7) 4 (33,3) 12 (100,0)
Giardia
Giardia (+) 20 (71,4) 8 (28,6) 28 (100,0) 0,699
Giardia (-) 54 (65,1) 29 (34,9) 83 (100,0)
Coccideos
Coccideos (+) 12 (60,0) 8 (40,0) 20 (100,0) 0,662
Coccideos (-) 62 (68,1) 29 (31,9) 91 (100,0)

Tabela 3: Analise descritiva de fatores de risco associados com a eliminacédo de oocistos de Cryptosporidium

spp.
® = Teste de Fisher

* valores desconhecidos: ndo obtivemos a informagdo da ocorréncia de diarreia nem do tipo de fonte de agua para

todos os individuos estudados, dai a diferenca entre os n totais analisados.

A excrecdo de oocistos apresentou uma associacdo significativa com a idade dos animais (valor
de prova, P = 0,025) e com a ocorréncia de diarreia (P = 0,001). No entanto, ndo houve
associacdo com a fonte de agua de consumo animal, o tipo de estabulacdo dos vitelos e com a
existéncia de outros parasitas (P > 0,662).

A presenca de Cryptosporidium spp. foi semelhante entre os animais com Giardia e 0s animais
sem Giardia (28,6% versus 34,9%, animais Cryptosporidium positivos com e sem Giardia

respetivamente).
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Foram detetados substancialmente mais casos de Cryptosporidium positivos nos animais com
diarreia do que nos animais sem diarreia (45,0% versus 9,5%).
A ocorréncia de casos de criptosporidiose nas exploracfes parece ser independente da fonte de

agua que é fornecida aos animais (P = 1,000).
Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis nas amostras de agua

A grande maioria das exploracdes (8/10) ndo apresentou contaminacdo da agua por estes
parasitas. Apenas 2 exploracdes apresentaram oocistos de Cryptosporidium spp. e cistos de
Giardia duodenalis na sua &gua. Na amostra da exploragdo 2 detetaram-se 0,05 oocistos de
Cryptosporidium spp./10L de agua e 0,1 cistos de Giardia duodenalis/10L. A exploracdo 8
apresentou 2,8 oocistos de Cryptosporidium spp./10L de &gua e 0,05 cistos de Giardia
duodenalis/10L (tabela 4).

Devido ao reduzido nimero de oocistos e de cistos na exploracdo 2 ndo se amplificou a amostra,
porque a baixa quantidade de (oo)cistos ndo permite uma extracéo eficiente de DNA para se
realizar PCR.*

Os oocistos e cistos da exploracdo 8 foram isolados da lamina e, apds extracdo total de DNA,
procedeu-se a amplificacdo por PCR. No entanto, ndo conseguimos amplificar (Fig. 18, nédo
temos nenhum fragmento nos 826 a 864 pb na amostra A8).

Neg. Pm 4f 4f A4f A8 A8 A8

Fig. 18: Gel de electroforese a 1,4% com os produtos de PCR da 22 reacdo de Cryptosporidium spp. (4f:
amostra de DNA de oocistos de fezes da exploracao 4; A8: amostra de DNA de oocistos da agua da exploragéo
8). Fonte: Captada pelo autor

Analise bacterioldgica das amostras de agua

A presenca de bactérias fecais foi encontrada em 7 de 10 amostras de dgua analisadas, sendo a
sua maioria coliformes fecais. No entanto, também se encontrou E.coli na amostra 5, enterococos

na amostra 9 e Clostridium perfrigens na amostra de agua 10 (tabela 4).
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Nas 4 exploracdes em que a agua também é consumida pelos produtores esta ndo esta apta para

consumo, dado que ndo se encontra conforme, segundo os requisitos de qualidade da agua para

consumo humano definidos no Decreto-Lei 306 - 2007 (tabela 4).

Contagem Contagem
Contagem Contagem
de Contagem de
. | Contagem | de | de o
Cryptospori ] de E.coli Clostridium
Amostras . . de Giardia | coliformes i enterococos .
) Exploragédo | dium na ) na  4gua i perfrigens
de agua . na 4gua | na  agua na 4gua ,
agua (MPN/100 na agua
) (cistos/10L) | (MPN/100 (MPN/100
(oocistos/ mL) (MPN/100
mL) mL)
10L) mL)
1 1* 0 0 101 0 0 0
2 2 0,05 0,1 165 0 0 0
3 3 0 0 0 0 0 0
4 4 0 0 0 0 0 0
5 5* 0 0 101 6 0 0
6 6 0 0 1 0 0 0
7 8 2,8 0,05 0 0 0 0
8 10 0 0 3 0 0 0
9 14* 0 0 > 201 0 5 0
10 17* 0 0 0 0 0 3

Tabela 4: Resultados da anélise de agua das exploragdes (* = explorages onde a agua é consumida pelos

animais e pelos produtores)
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Discussao

O principal objetivo deste trabalho de estagio incidiu em compreender se os bovinos sao
reservatorios biologicos de gendtipos zoondticos de Cryptosporidium spp. e de Giardia
duodenalis e se a 4gua fornecida aos animais é uma fonte de contaminacao para 0S mesmaos por
estes parasitas.

Alguns estudos sobre reservatorios biolégicos humanos e animais na regido norte de Portugal
indicaram uma importante presenca de espécies zoondticas de Cryptosporidium spp. e de
Giardia duodenalis tanto nos seres humanos como nos bovinos. 24?>*/

Mendonca et al. (2007) no seu trabalho detetou uma prevaléncia de 25,4% de vitelos positivos e
de 4,5% bovinos adultos positivos para Cryptosporidium spp. e uma prevaléncia de 14,1%
vitelos positivos e de 0,57% bovinos adultos positivos para Giardia duodenalis.'’

Neste trabalho, verificamos uma ocorréncia relativamente elevada destes dois parasitas; apenas
uma de 18 explorac@es foi negativa (5,6%) tanto para Cryptosporidium spp. como para Giardia
duodenalis nas amostras de fezes recolhidas. Quatro exploragdes (22,2%) foram positivas
respetivamente para Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis e 9 exploragbes (50,0%)
apresentaram coinfeccdo por estes dois parasitas.

Esta elevada ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e de Giardia duodenalis ao nivel
das exploragdes vai de encontro ao observado em Espanha, em que ao longo do ano, foram
detetados oocistos e cistos destes dois parasitas em todas as exploracdes leiteiras (100,0%)
estudadas na bacia do rio Tambre, Galiza.*

Ao nivel do individuo, nds encontramos oocistos de Cryptosporidium spp. em 20,8% das
amostras de bovinos adultos analisadas e 42,9% nas amostras de vitelos e a presenca de cistos de
G.duodenalis em 18,8% e 30,2% das amostras de bovinos adultos e de vitelos, respetivamente.
Estes resultados vao de encontro aos valores encontrados por Castro-Hermida et al. (2009) e por
Mendonca et al. (2007), no entanto ndo conseguimos fazer um estudo comparativo devido ao
reduzido nimero de amostras, por exploracdo, do nosso estudo em relacdo a estes trabalhos. **’
Os resultados do presente estudo indicam que a infecdo por Cryptosporidium spp. e por G.
duodenalis é mais prevalente em vitelos do que nos bovinos adultos, o que esta de acordo com as
publicacdes anteriores.™*’

Os niveis elevados de infegdo por Cryptosporidium spp. e por Giardia duodenalis ao nivel da
exploracdo podem ser explicados pela exposicéo precoce dos vitelos recém-nascidos aos 0ocistos

de Cryptosporidium spp. nos parques de maternidade e/ou a uma suscetibilidade relacionada com
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a idade, falta de higiene ao nivel dos viteleiros e a entrada de novos animais infetados para o
efetivo.'®%

A analise de alguns fatores de risco associados com a excrecao de oocistos de Cryptosporidium
spp. permitiu detetar uma associa¢do com a idade dos animais (P = 0,025) e com a ocorréncia de
diarreia (P = 0,001). Estudos anteriores ja tinham determinado uma correlacdo entre a presenca
de diarreia e a infecéo por Cryptosporidium spp. nos vitelos.*#1°

Curiosamente, a fonte de &gua dos nossos animais ndo foi associada a presenca de
Cryptosporidium spp. nas fezes. No entanto, ndo podemos descartar a &gua como potencial fonte
de contaminacdo com os parasitas Cryptosporidium spp. e Giardia duodenalis, dado que 2 de 10
exploragdes (20,0%) apresentavam oocistos e cistos destes parasitas na agua fornecida aos
animais.

O norte de Portugal, a semelhanca da vizinha Galiza, tem uma alta densidade de espécies
pecudrias, especialmente de bovinos de leite. O elevado nimero de exploracBes, a elevada
propor¢do de animais e o grande volume de fezes que os animais produzem, demonstram a
importancia dos bovinos como potencial fonte de contaminacdo ambiental e como um possivel
reservatorio de parasitas infeciosos. Um bovino adulto pode excretar até 40 kg de fezes por dia,
pelo que um elevado grau de contaminacdo pode ocorrer no ambiente a volta das exploragdes.

Os bovinos podem eliminar cerca de 2,1 x 10*° oocistos de Cryptosporidium spp. por dia e 6,2 x
10" cistos de Giardia duodenalis por dia. Isto pode representar um perigo para a salide humana
quando a contaminag&o ocorre com espécies zoondticas. %’

Num trabalho anterior, Mendonga et al. (2007), mostrou que o C. parvum era a espécie
predominante nos bovinos de Portugal, tendo também sido encontradas as espécies C.
meleagridis e C. andersoni nas fezes dos animais estudados.*’

No nosso estudo, das 12 sequéncias de Cryptosporidium, 10 sequéncias sdo C. parvum, um
isolado considerado zoonotico, 1 sequéncia € Cryptosporidium andersoni, um isolado capaz de
infetar os seres humanos e 1 sequéncia é de Cryptosporidium ryanae, um isolado considerado
ndo-zoonotico. Estes resultados revelam que os bovinos podem ser um reservatério importante
de C. parvum nesta zona do pais.

Alguns estudos demonstram uma forte evidéncia epidemioldgica para a transmissao zoondtica de
criptosporidiose associada ao contato com os bovinos. Em estudos de caso-controlo em paises
industrializados, o contato com 0s bovinos estava implicado como um fator de risco para a
criptosporidiose humana. No Reino Unido, o nimero de casos de criptosporidiose é maior em

areas com uma elevada estimativa de oocistos de Cryptosporidium spp. disseminados nos

24



terrenos a partir do estrume. Assim, os bovinos, especialmente os vitelos de leite, sdo
provavelmente o principal reservatdrio de C. parvum em algumas areas.

Existem poucas evidéncias epidemiolOgicas que suportem a importancia da transmissdo
zoondtica da giardiase nos seres humanos. Contudo, 0 contato com os animais das exploracdes
pecudrias foi associado a um risco aumentado de infecdo nos humanos adultos.?

As fezes dos animais, sob a forma de estrume e chorume, sdo utilizadas para fertilizacdo dos
terrenos agricolas, muitas vezes proximos de cursos de &gua, sendo fundamental que os
proprietarios das exploragdes respeitem as boas-préaticas de aplicacdo dos estrumes, de modo a
reduzir a probabilidade de contaminac&o dos rios e das fontes de captagdo de dgua para consumo

com parasitas das exploracdes de bovinos.*
Conclusoes

O presente estudo demonstrou que os bovinos das exploracoes de leite do Norte de Portugal séo
portadores da especie zoonotica de Cryptosporidium mais frequente na criptosporidiose humana,
o C. parvum. Considerando, que os bovinos podem excretar cerca de 2,1 x 10*° oocistos por dia
e, multiplicando pelo nimero de animais positivos (37) no nosso estudo, podemos antecipar uma
contaminacao ambiental na ordem dos 10" oocistos por dia.

A proximidade das exploracGes dos cursos de agua permite admitir a possibilidade de
contaminacdo ambiental e da agua dos rios por transferéncia de (0o)cistos.

Os resultados obtidos neste estudo permitem-nos tirar algumas concluses sobre o risco de
infecdo animal e contaminacdo das fontes de agua, contudo trabalhos futuros serdo necessarios
para definir a prevaléncia de Cryptosporidium spp. e de G.duodenalis nesta regido do pais, uma
vez que o limitado numero de amostras do nosso estudo ndo permitiu fazer extrapolacdes para a
populacdo em geral. Assim, seria interessante alargar o namero de exploracdes visitadas, bem
como o numero de animais analisados, por exploracao e repetir as colheitas passados 7 dias de
modo a aumentar a probabilidade de detecdo de (oo)cistos, caso exista infecdo e realizar mais
colheitas, a cada exploracéo, ao longo do ano.

Seria, igualmente pertinente analisar as fezes dos funcionarios das exploracdes e proceder a sua
caraterizacdo genética, de forma a perceber a dindmica de transmissdo de Cryptosporidium spp. e
de G.duodenalis entre bovinos e humanos.

Para caraterizar a dispersao dos (oo)cistos no ambiente, poderiamos fazer analises de solo das
exploragdes pecuarias, da dgua dos rios a jusante dessas exploragdes e nas zonas de captacdo das

estacOes de tratamento de &gua potavel.
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Afigura-se pois, como fundamental, a monitorizacdo regular da presenca de Cryptosporidium
spp. e de Giardia duodenalis na populacdo humana, animal e no ambiente para avaliar o risco de
infecdo associado a estes dois parasitas.

Os cuidados preventivos aqui sdo plenamente justificados pela inexisténcia de farmacos de
tratamento eficazes para a criptosporidiose humana e animal, e pela enorme resisténcia dos

oocistos aos desinfetantes.
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AnNexos

Caracterizagdo da amostragem

. Volume de Numero de
Fonte de | Profundidade Ndmero de )
B ) ] ] agua Uso da . bovinos
Exploragéo Tipo agua da agua i vitelos
amostrado agua adultos
amostrada (metros) . amostrado
(Litros) amostrado
o Animais e
1 Leiteira Poco 10 200 4 3
produtores
2 Leiteira Poco 7 200 | Animais 3 3
3 Leiteira Furo 150 200 | Animais 3 3
4 Leiteira Pogo 8 200 | Animais 2 2
o Animais e
5 Leiteira Pogo 9 200 3 3
produtores
6 Leiteira Furo 34 200 | Animais 4 2
o Animais e
7 Leiteira Furo 200 - 3 2
produtores
8 Leiteira Poco 6 200 | Animais 6 3
9 Leiteira Poco 6 3 3
10 Leiteira Poco 12 200 | Animais 4 3
o Animais e
11 Leiteira Furo 170 4 3
produtores
Leiteira e o
12 Poco 10 --- | Animais 4 2
de Carne
13 Leiteira Poco 7 --- | Animais 4 3
o Animais e
14 Leiteira Poco 4 200 3 2
produtores
Leiteira e o
15 Poco 10 --- | Animais 3 3
de Carne
16 Leiteira Pogo 7 --- | Animais 4 2
Leiteira e Animais e
17 Furo 80 200 3 3
de Carne produtores
18 Leiteira Pogo 10 --- | Animais 3 3
Total 63 48

Tabela 5: Caracterizacdo das exploraces e da amostragem
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Caracterizacdo da ocorréncia de oocistos de Cryptosporidium spp. e de cistos de G.

duodenalis dentro da exploracao

Exploracéo Cryptosporidium Giardia
n (%) n (%)

1 N=7 5 (71,4 1 (143)
2 N=6 4 (66,7) 0 (0,0
3 N=6 6 (100,0) 0 (0,0
4 N=4 4 (100,0) 0 (0,0
5 N=6 4 (66,7) 4 (66,7)
6 N=6 2 (333) 2 (333
7 N=5 0 (0,0) 0 (0,0
8 N=9 1 (11,1) 3 (333
9 N=6 0 (0,0 3 (50,0)
10 N=7 2 (28,6) 0 (0,0
11 N=7 2 (28,6) 1 (143)
12 N=6 3 (50,0) 2 (333)
13 N=7 0 (0,0 1 (143)
14 N=5 2 (40,0) 4 (80,0)
15 N=6 1 (16,7) 2 (333
16 N=6 0 (0,0 2 (333
17 N=6 0 (0,0 2 (333
18 N=6 1 (16,7) 1 (16,7)

Total N=111 37 (33,3) 28 (25,2)

Tabela 6: Ocorréncia de (oo)cistos de Cryptosporidium spp. e de G.duodenalis em bovinos nas exploragdes,

expressa por nimero de amostras positivas e em percentagem

N = total de animais estudados por exploracdo

n = nimero de animais positivos para um dos parasitas em estudo
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