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Resumo

Objetivo
Os cães são importante fonte de infecção da criptosporidiose para o homem. O
objetivo do estudo foi avaliar a ocorrência de Cryptosporidium sp. em cães e,
adicionalmente, comparar duas técnicas de análise fecal.
Métodos
Foram analisadas 450 amostras fecais de cães na cidade de São Paulo entre 2003 e
2004. Os espécimes fecais foram randomicamente selecionados: 200 amostras de
cães provenientes de um hospital veterinário universitário público (grupo 1) e 250
amostras de canis particulares (grupo 2). A pesquisa de Cryptosporidium sp. foi
realizada empregando-se a coloração de Ziehl-Neelsen modificada e a técnica de
PCR. Foi empregado o teste de duas proporções com intervalo de confiança de 0,05
(z crítico=±1,645).
Resultados
Foram encontrados somente oocistos de Cryptosporidium parvum. A prevalência
observada pela microscopia de luz foi de 8,8% e com a técnica de PCR foi de 9,5%.
Os animais jovens apresentaram menor freqüência (5,5%) em relação aos adultos
(10,1%) e não se observou diferença estatisticamente significante na prevalência entre
machos e fêmeas.
Conclusões
A prevalência de C. parvum na população canina estudada foi semelhante às observadas
em outros estudos e acometendo em igual proporção machos e fêmeas. A técnica de
PCR permitiu a detecção de um número maior de casos positivos que a microscopia
de luz.

Abstract

Objective
Dogs play an important role as infection source of human cryptosporidiosis. The
objective of the study was to determine the prevalence of Cryptosporidium sp. in dogs
as well as to compare two techniques of fecal analysis.
Methods
Four-hundred and fifty canine fecal samples from the city of São Paulo were analyzed
between 2003 and 2004. Fecal samples were randomly selected from dogs housed in
a university veterinary hospital (group 1, n=200) and private kennels (group 2,
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n=250). The detection of Cryptosporidium was performed using modified Ziehl-
Neelsen staining and Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Statistical analysis
was performed using the two-tailed test of significance at 5% confidence interval (z
critical=±1.645).
Results
Only Cryptosporidium parvum oocysts were found. The prevalences found by light
microscopy examination and PCR techniques were 8.8% and 9.5%, respectively.
Young animals showed a lower frequency (5.5%) compared to adults (10.1%). There
was no statistically significant difference in Cryptosporidium prevalence between
males and females.
Conclusions
The prevalence of C. parvum in the canine population studied was similar to that one
found in the literature and affects equally males and females. The use of PCR allowed
the detection of more positive cases than light microscopy.

INTRODUÇÃO

O Cryptosporidium é um protozoário de distribui-
ção cosmopolita sendo encontrado em uma ampla
variedade de espécies animais.4 A criptosporidiose
humana tem sido descrita desde 1976 em mais 90
países dos cinco continentes, na forma de casos indi-
viduais ou surtos populacionais decorrentes da in-
gestão de alimentos ou água contaminada por
oocistos.8 O parasita tem-se destacado entre os prin-
cipais enteropatógenos causadores de diarréia, inclu-
sive nos pacientes com Aids, nos transplantados, nos
submetidos à quimioterapia ou nos com doenças in-
fecciosas imunossupressivas.5

O gênero Cryptosporidium é classificado como um
eucarionte pertencente ao filo Apicomplexa.13 Todas
as espécies de Cryptosporidium são parasitas intra-
celulares obrigatórios que sofrem desenvolvimento
endógeno, culminando na produção de oocistos eli-
minados nas fezes.16

Dez espécies de Cryptosporidium são considera-
das válidas e apenas o C. parvum tem sido descrito
como causador de infecção no homem e nos outros
animais. No entanto, evidências moleculares mostram
que o C. parvum não é uma espécie uniforme, mas
consiste em variadas e distintas espécies genotípicas.9

Até recentemente, a criptosporidiose humana era atri-
buída somente aos genótipos humanos e bovinos, os
últimos responsabilizados pelas infecções zoonóticas.
Atualmente, considera-se que outras espécies como
o C. felis e o C. meleagridis,3 assim como outros
genótipos, como o proveniente do cão,10,17 podem ser
causadores da infecção no homem.

Os animais de estimação, em especial cães e gatos,
representam significantes benefícios para as pessoas
e para a sociedade. Eles contribuem com o desenvol-

vimento físico, social e emocional das crianças e com
o bem-estar de seus proprietários, em particular de
idosos.18 No entanto, animais de companhia podem
constituir importante fonte de infecção para o ho-
mem, determinando doenças genericamente denomi-
nadas zoonoses, como a criptosporidiose.6

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a prevalência de Cryptosporidium em cães,
considerando-se que a criptosporidiose é uma zoo-
nose na qual cão pode desempenhar papel epidemio-
lógico importante. Adicionalmente, compararam-se
dois métodos de diagnóstico.

MÉTODOS

O estudo foi realizado no município de São Paulo,
entre 2003 e 2004. Foram analisadas 450 amostras de
fezes de cães provenientes de um hospital veterinário
universitário público (grupo 1, n=200) e de canis
particulares (grupo 2, n=250).

As amostras fecais foram randomicamente seleciona-
das. No grupo 1, os espécimes fecais foram retirados, por
sorteio, daqueles recebidos pelo laboratório de análises
clínicas do hospital veterinário para exame parasitoló-
gico de rotina. Os animais do grupo 2 eram mantidos
individualmente em canis cimentados, com solário, e
alimentação consistindo de ração comercial seca. Em
todos os canis, as condições de criação e higiênico-
sanitárias eram adequadas, não havendo diferenças im-
portantes entre os mesmos. Os animais que integraram a
amostra foram numerados e sorteados.

Todas as amostras foram submetidas aos dois exa-
mes. As amostras de fezes foram mantidas em frascos
de plástico, identificadas e transportadas sob refrige-
ração até o laboratório para análise, que foi realizada
num período máximo de 24 horas.
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Um grama de cada amostra de fezes foi diluído em
solução tampão PBS, filtrado e colocado em tubo
plástico com capacidade de 15 ml. O filtrado foi cen-
trifugado a 750 x g por 5 min e o sobrenadante, des-
cartado. Ao sedimento foi adicionada solução de sa-
carose saturada com gravidade específica de 1,2 e
repetiu-se a centrifugação sob as mesmas condições.
O sobrenadante, coletado com auxílio de uma alça
bacteriológica de platina com diâmetro de 7 mm, foi
disposto sobre lâmina de vidro. Após a secagem e
fixação com metanol, procedeu-se à coloração pela
técnica de Ziehl-Neelsen modificada.12 As lâminas
coradas foram observadas em microscópio de luz com
aumentos de 100, 400 e 1.000 vezes. Os oocistos de
Cryptosporidium foram medidos com ocular
micrométrica, utilizando-se o aumento de 400 e 1.000
vezes. Os oocistos de C. parvum apresentam diâme-
tro variando de 4 a 5 µm e formato esférico a ovalado
segundo Levine13 (1980).

Para a realização da reação de polimerização em
cadeia (PCR) foi utilizado um grama de cada amostra
fecal. Procedeu-se da mesma forma que para a colora-
ção. O sobrenadante foi removido com alça de plati-
na para tubos plásticos com capacidade de 2 ml, adi-
cionado de PBS e centrifugado. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento diluído com 200 µl de PBS,
fervido a 100°C por 5 min e centrifugado novamente.
O sobrenadante foi então purificado utilizando-se o
mini kit QIAampDNA (Qiagen GmbH, Hilden, Ale-
manha). A região 18S do RNAr do gene de
Cryptosporidium parvum inclui uma região variável
usada para distinguir espécies de Cryptoporidium e
foi amplificada utilizando-se os primers 18SiF (5'-
AGTGACAAGAAATAACAATACAGG-3') e 18SiR (5'-
CCTGCTTTAAGCACTCTAATTTTC-3') conforme
previamente descrito.14

A amplificação foi realizada em tubos com capaci-
dade de 500 µl, contendo 10 µl de tampão de reação
(KCl 500 mM, MgCl

2
 15mM, Tris-HCl 100 mM - pH

9,0), 0,8 µl de dNTP mix (200 µM de cada oligonu-
cleotídio - dCTP, dATP, dGTP, dTTP), 25 pmol de
cada primer, 10 l da amostra de DNA e água q.s.p.,
num volume final de 100 µl.

Sobre o conteúdo de cada tubo de reação foram
adicionadas três gotas de óleo mineral para evitar
evaporação. As reações foram realizadas em termo-
ciclador modelo TC-480 (Perkin Elmer Corporation,
Foster City, CA, USA). Após desnaturação inicial a
94C por 10 min, as amostras foram resfriadas subita-
mente em gelo, acrescentando-se a cada tubo 2,5 UI
de Taq DNA polimerase.

A amplificação de DNA foi realizada em 35 ciclos:

desnaturação a 94oC por 60 seg, hibridização dos
primers a 55oC por 60 seg e extensão a 72oC por 90
seg. Completado o último ciclo, as amostras foram
mantidas a 72oC por 10 min e armazenadas a 4oC. Os
produtos amplificados foram submetidos à eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, usando-se solução tampão
TBE por aproximadamente 30 min (80V). Os géis fo-
ram corados em solução de 5 g/ml de brometo de etídio
por 5 min e visualizados em transiluminador sob luz
ultravioleta. As documentações foram feitas em filme
para fotografia instantânea.

A análise estatística foi realizada empregando-se o
teste de duas proporções com intervalo de confiança
de 0,05 (z crítico=±1,645).

RESULTADOS

Dos animais analisados, 194 (43,1%) eram machos
e 256 (56,9%) eram fêmeas. Com relação à faixa etá-
ria, observou-se que 54 (12%) animais eram jovens
apresentando idade inferior ou igual a 12 meses, e o
restante (88%) eram adultos. Apenas 10 animais con-
siderados jovens apresentavam menos do que seis
meses de idade: sete eram provenientes de canis e três
do hospital veterinário. Foram encontradas diferen-
tes raças de cães, entre elas Poodle, Pastor Alemão,
Boxer, Beagle, Weimaraner, Rottweiler entre outras.

Por meio da microscopia de luz, os oocistos de C.
parvum foram observados nas fezes de 40 (8,8%) cães.
O gene que codifica a região 18S rRNA do C. parvum
além de ser amplificado nas 40 amostras positivas
pela microscopia de luz, também foi amplificado em
mais três amostras de fezes de cães negativas pela
microscopia de luz. Conseqüentemente, a prevalên-
cia da infecção pelo C. parvum na cidade de São Pau-
lo foi de 9,5% (43/450) baseada no resultado da PCR.
Observou-se diferença estatisticamente significante
na prevalência de criptosporidiose empregando-se os
dois métodos de diagnóstico, sendo a técnica de PCR
mais eficaz que a coloração (α=0,05).

Por grupo, as prevalências encontradas foram 11,5%
(23/200) para o grupo 1, e 8% (20/250) para o grupo
2 (Tabela).

Houve distribuição uniforme de amostras positi-
vas para C. parvum entre os animais de ambos os
sexos. Pela técnica de PCR, 24 fêmeas (9,4%) e 19
machos (9,8%) foram considerados positivos para o
protozoário (Tabela). Não se observou diferença es-
tatisticamente significante na prevalência de crip-
tosporidiose entre machos e fêmeas (α=0,05).

Entre os animais jovens, 5,5% (3/54) foram positi-
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vos para C. parvum, já nas fezes de cães adultos, a
percentagem de positivos foi de 10,1% (40/396) (Ta-
bela). As amostras dos animais jovens positivas para o
protozoário eram do grupo 1. Houve diferença estatis-
ticamente significante entre jovens e adultos (α=0,05).

Não houve diferença estatisticamente significante
nas prevalências de C. parvum nas raças de cães.

DISCUSSÃO

Os estudos de prevalência de Cryptosporidium em
populações caninas têm revelado freqüências variá-
veis. Augustin-Bichil et al2 (1984), na Alemanha, e
Simpson et al19 (1988), na Escócia, não observaram
casos positivos para esta coccídia em 200 e 101 amos-
tras fecais, respectivamente. Por outro lado, Newman
et al15 (1993) no Brasil e Abe et al1 (2002) no Japão
observaram, respectivamente, prevalência de 10,2%
e 9,3% nas populações caninas estudadas. Resulta-
dos semelhantes foram observados na presente inves-
tigação, na qual a prevalência total de Cryptos-
poridium foi de 9,5% pela técnica de PCR.

O diagnóstico de criptosporidiose pela microscopia
de luz demanda tempo e experiência do investigador
para identificar de maneira precisa os oocistos. Con-
tudo, é impossível a distinção entre espécies e
genótipos de Cryptosporidium pela microscopia de
luz.16 No presente estudo, o diagnóstico da infecção
baseou-se na microscopia de luz associada à técnica
de PCR. Por meio da microscopia de luz, suspeitou-
se que os oocistos observados eram de C. parvum
pelas suas dimensões, sendo a confirmação feita pela
técnica de PCR, pelo emprego de primers que ampli-
ficam uma região com 298 pares de bases obtida do
gene 18S rRNA, específica para o C. parvum.14 A di-
ferença, estatisticamente significante, entre o diag-
nóstico pela microscopia de luz e a técnica de PCR
reforça ainda mais a necessidade de implantação, nos
laboratórios de diagnóstico, de ambas as técnicas.

Em geral, a eliminação de oocistos de Cryptos-

poridium é intermitente e sua quantidade variável,
dependendo da fase do ciclo em que se encontra, as-
sim como da suscetibilidade do hospedeiro à infec-
ção.22 Portanto, é importante que técnicas de diag-
nóstico sensíveis sejam utilizadas nos casos em que
há suspeita de criptosporidiose.

Estes resultados reforçam as evidências de que a
sensibilidade no diagnóstico é ampliada pela técni-
ca de PCR, a qual tem sido aplicada em larga escala
para a identificação do agente em seres humanos, em
suínos e em camundongos.9

Uma vez amplificado o DNA, seria necessário o
seqüenciamento gênico para identificar os genótipos
de C. parvum envolvidos nas infecções observadas.
Entretanto, isto não pôde ser realizado por proble-
mas técnicos, impossibilitando conclusões a respei-
to do potencial epidemiológico dos cães positivos.

Fukushima & Helman11 (1984), Sisk et al20 (1984) e
Turnwald et al21 (1988) observaram associação entre o
Cryptosporidium sp.e outros processos patológicos,
reforçando o fato de que qualquer condição debilitante
pode tornar o animal mais suscetível a este agente opor-
tunista. Os resultados do presente estudo colaboram
para esta suposição já que um maior número de ani-
mais positivos para C. parvum (11,5%) foi registrado
no grupo de cães atendidos no hospital veterinário,
não sendo relacionados, contudo, os motivos pelos
quais as consultas foram realizadas.

Assim como para outras coccídias, as condições
ambientais e a presença de animais infectados e a
aglomeração ou superlotação de espaços físicos po-
dem favorecer a disseminação dos parasitas numa
dada população. Nos canis, observou-se menor pre-
valência do protozoário, o que pode ser compreendi-
do como fruto de um manejo apropriado. Nesses am-
bientes, as condições higiênico-sanitárias eram rigo-
rosas, evitava-se a superpopulação e o tratamento
antiparasitário era realizado com freqüência, evitan-
do-se infecções concomitantes.

Tabela - Distribuição das prevalências de Cryptosporidium parvum de acordo com o grupo, a idade e o sexo dos animais
estudados por microscopia de luz ou por PCR.

Animais Positivos pela
Variáveis Microscopia de luz PCR

N N (%) N (%)

Grupo 1 200 20 (10,0) 23 (11,5)
Grupo 2 250 20 (8,0) 20 (8,0)
Total 450 40 (8,8) 43 (9,5)
Jovens (idade ≤12 meses) 54 3 (5,5) 3* (5,5)
Adultos (idade >12 meses) 396 37 (9,3) 40* (10,1)
Machos 194 18 (9,3) 19** (9,8)
Fêmeas 256 22 (8,6) 24** (9,4)
Grupo 1: Hospital veterinário; Grupo 2: Canis particulares
*Houve diferença significante (α=0,05, z crítico=1,645), pelo teste de duas proporções
**Não houve diferença significante (α=0,05, z crítico=1,645), pelo teste de duas proporções
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Diversos autores têm relatado altas taxas de pre-
valência de criptosporidiose em animais jovens da
maioria das espécies, assim como sintomatologia
clínica mais severa.16,19 Os mecanismos envolvidos
com a maior suscetibilidade dos cães jovens não
são compreendidos, tendo sido a mesma atribuída à
presença de infecções concomitantes e à imaturida-
de de seu sistema imune. Dubey et al7 (1990) obser-
varam maior prevalência em animais com idade igual
ou inferior a seis meses do que em animais adultos.
Na presente investigação, maior positividade foi
observada nos animais adultos em relação aos jo-
vens, discordando dos resultados obtidos pelos au-
tores acima referidos. Uma vez que a amostragem
foi feita aleatoriamente, o número de animais jo-
vens com idade igual ou inferior a seis meses foi
pequeno, apenas 10 cães, e entre estes, três provi-
nham do hospital veterinário e os outros, de canis.
Como foi anteriormente referido, as condições de
criação nos canis eram bastante satisfatórias e uni-
formes, sendo os animais jovens mantidos em local
separado dos adultos. Desta forma, a disseminação
do protozoário e a sua incidência poderiam ficar
mais controladas, tal como foi observado. Alguns
autores11,20,21 descreveram criptosporidiose em filho-

tes com infecções virais concomitantes. Embora a
prevalência geral do protozoário nos animais jovens
tenha sido menor, ela ocorreu nos animais proveni-
entes do hospital e, portanto, portadores de algum
estado mórbido. Esse achado reforça a evidência de
que outros fatores, não somente a resposta imune,
podem estar associados com a prevalência de
Cryptosporidium sp. em cães jovens.

Com relação ao sexo, não houve diferença quanto
ao número de casos positivos entre machos e fêmeas,
concordando com os achados de El Ahraf et al8 (1991),
que não observaram qualquer predisposição sexual em
200 cães pesquisados. Outro fator que também não
interferiu na prevalência do protozoário foi a raça dos
cães incluídos na pesquisa. Este achado corrobora re-
sultados semelhantes observados por outros autores.8,19

A prevalência de C. parvum na população canina
estudada foi semelhante às observadas em outros es-
tudos e acometendo igual proporção de machos e de
fêmeas. O diagnóstico foi otimizado com a técnica
de PCR, a qual permitiu a detecção de um número
maior de casos positivos (9,5%) do que a microscopia
de luz (8,8%).
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