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RESUMO

O objetivo neste trabalho foi verificar a ocorr@énde oocistos d€ryptosporidiumspp.

em peixes-boi marinhosT(ichechus manatjse peixes-boi amazonicodr(chechus
inunguig no Brasil, aléem de avaliar a transmissao hiddeate coccidio e a sua
influéncia com os funcionérios diretamente envalgido manejo dos animais mantidos
em cativeiro. Para tanto foram coletadas amostead provenientes de 34 peixes-boi
marinhos, 12 peixes-boi amazonicos e 21 funcioraeiovolvidos em atividades de
manejo, bem como amostras de agua superficiahdéstia manutencdo e consumo dos
animais. As amostras fecais foram processadaséat@da sedimentacdo pelo formol-
éter e coradas pela técnica de Kinyoun. No queetapcas amostras de agua, estas
foram submetidas ao processo de filtracdo em merabr@7 mm de didametro e 3 um
de porosidade) sob pressao negativa. No final daksas, as amostras positivas foram
submetidas ao Teste de Imunofluorescéncia Direta. r€sultados obtidos na
microscopia de luz e fluorescéncia revelaram oosideCryptosporidiunmspp. em 25%
(34/136) e 4,30% (05/115), sendo inerentes reyf@aotnte aos peixes-boi marinhos e
amazonicos, 23,80% (10/42) do material provenidagefuncionarios e 66,67% (04/06)
das andlises de agua. Os resultados finais apoatgossibilidade dos peixes-boi
marinhos e peixes-boi amazobnicos infectarem-se dpptosporidium spp., e
participar da epidemiologia das doencas veiculpé#s agua, através da eliminacdo de
oocistos viaveis ao ambiente que podem infectanmem e um grande numero de
animais domeésticos e silvestres. O controle da Ufega de infecgcbes de
Cryptosporidiumspp. nos funcionérios diretamente envolvidos noejae cuidados
dos animais mantidos em cativeiro pode ser umcdosnhos para prevenir a infeccéo

nas espécies de peixes-boi.



ABSTRACT

The aim of the present study was to verify the a®nce of oocysts of
Cryptosporidiumspp. in Antillean manateeslichechus manatysand Amazonian
manateesTrichechus inungujsfrom Brazil, and also evaluate the hydric trarssian

of the coccidium and the influence between thisipgén and the staff involved directly
in captive animal care and management. Fecal sampkre collected from 34
Antillean manatees, 12 Amazonian manatees and Zdlsemployees involved in the
management activities. Water samples, used to tlamatees consumption and
management were also collected. The fecal sampmes processed by sedimentation in
formol-ether and Kinyoun technique. Before the watemples were processed, this was
submitted to a filtration process in membrane (ditanof 47 mm, porosity of 3 pum)
under negative pressure. At the end of the analyajperations, the positive samples
were submitted to the Direct Immunoflorescence .TEsé results obtained by light and
fluorescence microscopy analysis showed alcoha-gesistant structures compatible
with oocyst of Cryptosporidiumspp. in 25% (34/136) and 4,30% (05/115) of the
material proceeding from Antillean manatees and Zon&an manatees, respectively;
23,80% (10/42) of the material obtained from thekayees; and 66,67% (04/06) of the
water samples analyzed. The results showed thebgigf Antillean manatees and
Amazonian manatees could become infected @itfptosporidiunspp., and participate
in the epidemiology of this waterborne disease loyieate of viable oocyst in water
environment wich can infect man and a wide rangdashestic and wild animals. The
hand of the frequency dCryptosporidiumspp. in staff involved directly in captive
animal care and management could be the way teptdlie infections the manatee’s

species.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 A Ordem Sirénia

Os sirénios estdo entre os descendentes da liabanfaria dos mamiferos,
sendo um dos primeiros a se adaptarem inteiramaoteambiente aquatico,
representando, hoje em dia, o Unico grupo de hamdvaquaticos desta Classe (BEST,
1982). Apresentam vida longa, baixa taxa reprodugivencontram-se distribuidos em
mais de 90 paises (REYNOLDS e ODELL, 1991), porénesentam o menor numero
de individuos entre todas as ordens de mamifesrgjosestimado cerca de apenas
130.000 animais no mundo.

Esta ordem compreende duas familias, a Dugongjdeesta representada por
duas espécies, lydrodamalis gigasconhecida como vaca marinha de Steller, extinta
pelo homem em 1768, e2ugong dugono dugongo. Este ultimo é semelhante ao
peixe-boi na aparéncia, mas apresentam uma difagéiacbem visivel na nadadeira
caudal, que é parecida com a de golfinho e baMiBRSH et al., 1986), além da
presenca de dentes incisivos em machos adultosrastm curvado ventralmente
(EISENBERG, 1981). Estes sdo os uUnicos siréniastagsente de aguas marinhas,
ocorrendo em pantanos da regido tropical e sulotibpi aguas costeiras de ilhas dos
oceanos indico e Pacifico (MARSH e LEFEBVRE, 199@MNING, 1996; BERTA e
SUMICH, 1999).

A outra familia é a Trichechidae, com trés espéaenhecidas, sendo:
Trichechus senegalensigpeixe-boi africano), Trichechus inunguis (peixe-boi
amazonico) drichechus manatu@eixe-boi marinho) (HUSAR, 1977; REYNOLDS e
ODELL, 1991; VIANNA et al., 2006).

1.2 Ocorréncia dos Sirénios no Brasil

No Brasil, de acordo com o Instituto Brasileiro teio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA (2001), oaorduas das quatro espécies de
sirénios: o peixe-boi amazdénico e o peixe-boi nari(Figuras 1 e 2), onde a partir de
uma revisao documental, Whitehead (1978) percebeuog primeiros registros destas
espécies datam de 1500, com o relato de um auboiraa pertencente a expedicdo de
Cabral.



Hoje

Isolado da espécie marinha, provavelmente devidmgenia Andina ocorrida
no Mioceno (época da criacao do lago temporario Zmizo), o peixe-boi amazbnico
ocupou lagos e rios da Bacia Amazonica (MARMONTELak, 1992), desde as
cabeceiras dos rios na Coldémbia, Peru e Equador diba de Marajo, na regido
estuarina (BEST, 1984; DOMNING e HAYEK, 1986).

Com relacéo ao peixe-boi marinho, historicamente estava distribuido desde
o Estado do Espirito Santo (WHITEHEAD, 1978) at&rmapa (DOMNING, 1981,
BEST e TEIXEIRA, 1982), porém ap0s extenso levaetam realizado na costa
brasileira, foi constatado o seu desaparecimentbtoral do Espirito Santo, Bahia e
Sergipe (ALBUQUERQUE e MARCOVALDI, 1982; LIMA et al1992), sendo a atual
distribuicdo descontinua entre os Estados de AlgoAmapa (LIMA, 1997; LUNA,
2001) (Figura 3).



....... - AREA DE OCORRENCIA
PEIXE-BOI AMAZOMNICO)]

Figura 3: Distribuicdo dos peixes-boi marinhos ezbmicos no Brasil

1. 3 Estratégias de Conservacao do Peixe-boi ngilBra

A partir de uma detalhada revisao bibliograficerémte ao histérico dos peixes-
boi marinhos e amazdnicos no Brasil, Luna (200%sakou que ambas as espécies
foram exploradas desde o periodo da colonizac&ayést da caca tradicional e
predatéria (exploratéria), em quantidades que creegaa carregar mais de 20 navios
todos os anos, sendo utilizado a carne, courcoecup. Esta forte pressdo de caca
permaneceu até o século XX, ocorrendo alta mosatdidde peixes-boi marinhos e
amazonicos (BEST, 1982; DOMNING, 1982).

A caca do peixe-boi amazonico persiste ainda Boypds atuais, porém em
menor escala (BOROBIA, 1991; COLARES, 2002), noaetd, com o0 inicio dos
trabalhos conservacionistas, a caca intencional pliges-boi marinhos reduziu
significativamente (LIMA, 1997) e nos Ultimos anas) nordeste ndo tém sido
identificados novos casos.

Além da caca indiscrimida, a morte acidental edesede pesca (OLIVEIRA et
al., 1994), a intensa degradacdo do habitat, orem®ento dos estuérios, a
intensificagdo do transito de embarcagbes (PAREMNTEI., 2004), a construcao de
hidrelétricas (ROSAS, 1994), o aumento do numerermlhe de filhotes no litoral



nordestino (LIMA, 1997) e sua reproducao lentarratau na reducdo do numero de
individuos (ROSAS, 1994; LIMA, 1997; LUNA, 2001).

Tais fatores resultaram na inclusdo tanto do pedieamazénico como do
peixe-boi marinho na Lista Oficial de Espécies daurfa Brasileira Ameacada de
Extincdo (BRASIL, 1989), e do Apéndice | da Conumc¢sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selsaga Perigo de Extin¢do, CITES
(2000). Encontram-se na categoria de “vulneravelkiincdo na classificacdo da IUCN
“The World Conservation Union” (2006), ou seja,eg@ntam alto risco de extincdo na
natureza em medio prazo. Porém, no Plano de Acéo Mamiferos Aquaticos do
Brasil (IBAMA, 2001), o peixe-boi marinhadl'{ichechus manatys citado como uma
espécie em perigo critico de extin¢cao, ou sejaga@co extremamente alto de extingdo

na natureza em futuro imediato.

1.4Enfermidades Parasitarias

Além dos fatores mencionados, que amea¢gam a cagsendos peixes-boi no
Brasil, a presenca de determinados agentes patogéoomo bactérias (VERGARA-
PARENTE et al., 2003), virus (BRACHT et al., 20@)parasitos (BORGES et al.,
2005), podem acarretar no comprometimento da s@midas animais ou ainda resultar
em morte.

Diversos agentes parasitarios tém sido relatadoktaratura acometendo os
peixes-boi, sendo descrita a infec¢cao por tremeso{BOEVER et al., 1977; DAILEY
et al., 1988; BECK e FORRESTER, 1998; MULLINS et, &#003), nematoides
(MIGNUCCI-GIANNONI et al.,, 1999) e cestoides (BECK FORRESTER, 1998),
além de transtornos ocasionados por coccidios, ean@e de Eimeria manatus
(LAINSON et al.,, 1983),Toxoplasma gondi(BUERGELT e BONDE, 1983) e
Cryptosporidiunspp. (MARCONDES et al., 2002).

A ocorréncia ddCryptosporidiunspp. acometendo estes animais, despertou para
um maior esfor¢co de investigacdo, pois se ndo otestasua resisténcia a condi¢des de
ambiente, este coccidio pode ser facilmente valoutdravés dos mananciais aquaticos
e vir a infectar outros espécimes, tanto em catveomo em vida livre, e ainda ao

homem.



1.4.1 ConsideracOes Gerais sobr€xyptosporidiunspp.

A classificacdo sistematica do géneCoyptosporidium,foi apresentada por
Levine (1984) e Rose (1990), conforme segue abaixo:

Filo: Apicomplexa
Classe: Sporozoasida
Subclasse: Coccidiasina
Ordem: Eucoccidiorida
Subordem: Eimeriorina
Familia: Cryptosporidiidae
GéneroCryptosporidium

Atualmente séo reconhecidas 13 espécies, a s@benuris C. andersoniC.
parvum C. hominis C wrairi, C. felise C. canisacometendo os mamiferd3; baileyij
C. meleagridise C. galli em aves;C. serpentise C. saurophilumem répteis eC.
molnari em peixes (XIAO et al., 2004). Este protozoadbdescrito inicialmente em
1907 por Tyzzer, sendo o organismo isolado da naugéstrica de ratos de laboratério
assintomaticos e denominadGryptosporidium muris Em 1910, este mesmo
pesquisador propds que &ryptosporidium compunha um novo género e
Cryptosporidium murisuma espécie, além de ter identificadoCoyptosporidium
parvum apos dois anos (FAYER, 1997).

Considerado um parasito comensal por muito tempacas pesquisas foram
desenvolvidas voltadas &yyptosporidiumspp., porém apés o surto com mortalidades
em aves domeésticas (SALVIN, 1955), a associacdo goadros de diarréia bovina
(ROSE, 1990; ANDRADE NETO e ASSEF, 1996) e a cedgbio em hospedeiros
imunocomprometidos, despertou o interesse no esteste protozoario patogénico que

até entdo, nao tinha grandes repercussdes naiénci

1.4.1.1 Ciclo Evolutivo

No ciclo de vida dcCryptosporidium os oocistos sado excretados nas fezes de
um hospedeiro infectado e a fase enddgena comeégaeafes serem ingeridos por um
hospedeiro susceptivel. Em decorréncia de fatomsoca temperatura corporal,
enzimas proteoliticas e sais biliares ocorre o iorapto da parede dos oocistos no
intestino delgado, possibilitando a liberacado dsoenzoitos (SMITH e ROSE, 1998).



Estes penetram nas microvilosidades da célulalgpido intestino delgado,
formando um vacuolo parasitéforo, envolvido por rhesnas de células hospedeiras e
do préprio parasito (CURRENT e HAYNES, 1983).

Os esporozoitos diferenciam-se em trofozoitos mudtiplicacdo assexuada
chamada de merogonia resulta na formacao de goss die merontes, o tipo | e tipo I,
gue liberam oito e quatro merozoitos respectivameéumente merozoitos de merontes
tipo Il iniciam o ciclo sexuado (gametogonia), oraemerozoitos diferenciam-se em
microgametécitos ou macrogametocitos (SMITH e RASRR).

Cada macrogametocito é fertilizado por um microgamende o produto da
fertiizagdo, o zigoto, desenvolve-se dentro de ootisto, sofrendo meiose e
originando quatro esporozoitos (esporogonia). @edaccom Smith e Rose (1998), os
oocistos sao liberados no lumen do intestino eetados nas fezes, podendo infectar
outro hospedeiro susceptivel, reiniciando o cialopodem ainda, causar autoinfec¢ao
no mesmo hospedeiro infectado (Figura 4).

Smith (1993) citou que ha dois tipos de oocistmpjeles de paredes espessas
excretados nas fezes e resistentes as condicOesendad) responsaveis pela
transmissao da infeccdo entre hospedeiros; e aqdelparede delgada que se rompem
no hospedeiro e liberam esporozoitos que invadéataséepiteliais, responsaveis por

autoinfec¢des. Desta maneira, ndo ocorre a neeggsie hospedeiros intermediarios
(LALLO, 1996).
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Figura 4: Ciclo de vida @ryptosporidium Fonte: SMITH & ROSE, 1998




1.4.1.2 Aspectos Epidemiologicos

Considerada uma doenca de distribuicdo mundial GAR, 1995), o
Cryptosporidium spp. vem merecendo lugar de destaque entre o0s ipaisc
enteropatogenos (ROSE, 1990), conforme observadmpalacdo humana (DIAS et
al., 1988; MAGALHAES et al., 1990; MANGINI et al1992; GUARDIS, 1998;
BARALDI et al., 1999) e em diversas espécies denaid como bovinos (CALDASSO
et al., 1999), suinos (MARTINS et al., 1993), eg8in(SILVA et al., 1996), aves
domesticas (MEIRELES e FIGUEIREIDO, 1992), felingdJCAS e HAGIWARA,
1997), caninos (LALLO e BONDAN, 2006), pequenos rifanes silvestres
(DALL'OLIO e FRANCO, 2004) e mamiferos aquaticosUBHES-HANKS et al.,
2005; BORGES et al., 2006).

A abrangéncia entre as diversas espécies acomedidavorecida, em alguns
casos, pela auséncia da especificidade de hospedEAYER et al., 2004), de maneira
a possibilitar a transmissdo dos oocistos Gigptosporidiumspp. entre humanos,
animais para humanos e vice-versa, através da fegtdl-oral, a partir de aguas
superficiais ou de reservatério (SMITH, 1993) enalntos contaminados (MONGE &
ARIAS, 1996; FAYER et al., 2000).

Segundo Carey et al. (2004), os oocisto€dgtosporidiumapresentam grande
resisténcia. Esta afirmacgéo é evidenciada por sw@tubores ao certificar a capacidade
dos oocistos deste coccidio permanecer viaveis vaoios meses em condicdes
ambientais, sujeitos as oscilacdes de temperagatmjdade (FAYER et al., 2000) e

ainda suportar a acdo dos desinfetantes comumeitados (CAUSER et al., 2006).

1.4.1.3 Sinais Clinicos e Diagnostico

De acordo com as constatacdes de Smith e Ros8)(Etensidade da doenca
varia de acordo com a dose infectante, entretémitoglatado que a ingestdo de apenas
um oocisto de&ryptosporidiunpode levar a infecgcdo (WATANABE, 1996).

Em diversos animais, incluindo o homem, a sudci#igiide a infeccdo assim
como a severidade e duracdo da mesma variam comstfeente entre individuos,
dependendo ainda do “status” imunoldgico, do estaddcional e exposicao prévia,
sendo que em individuos imunocompetentes a doesmactrater benigno com o
desaparecimento dos sinais clinicos em poucos diassemanas e naqueles
imunodeprimidos a infeccéo pode se tornar croneer éatal (UNGAR, 1995; LALLO,
1996).



Sinais clinicos como a diarréia aquosa, anoreperda de peso, dores
abdominais e desidratacdo sdo alguns dos transtasheervados em mamiferos
(LALLO, 1996), sendo que nos animais aquaticosmatiestes foram relatados os
deslocamentos lentos e aumento do intervalo re§pogdBORGES et al., 2005).

Em algumas espécies de mamiferos terrestresesaritb que o ciclo biolégico
rapido e auto-infectivo d@ryptosporidiumpodem levar ao grande numero de células
parasitadas no intestino delgado ocasionando idéscgecundarias no duodeno e
intestino grosso, sendo constatado ainda, em thadgi imunocomprometidos o parasita
no estbmago, ducto biliar e pancreético, bem comdrato respiratorio (BUTLER e
MAYFIELD, 1996).

A complexidade da criptosporidiose como doengaaaj faz com que esta ndo
possa ser clinicamente distinguida de outros agegrestroentéricos, portanto técnicas
especificas de diagndstico sdo comumente utilizadpartir do exame de fezes para a
deteccao dos oocistos (ANDRADE NETO e ASSEF, 1996).

Segundo Laberge et al. (1996), os oocistos podewiselizados em amostras
fecais através da microscopia optica, contrastiagke e eletrénica ou por utilizacdo de
varios corantes histoquimicos como o Giemsa, Aieblsen, Kinyoun, safranina-azul
de metileno, dimetil sulfoxido, pelo método de Kwsnodificado (KAGERUKA et al.,
1984), os corantes fluorescentes como auraminanioda auramina-carbolfuccina
(LABERGE et al., 1996), auramina-fenol (TAYLOR e BWE&TER, 1998) e o corante
vital 4’-6’-diamidino-2-phenilindole, DAPI (SMITHteal., 2002).

No intuito de aumentar a confiabilidade dos reslds, outras técnicas estédo
sendo utilizadas, tais como o teste de imunofle@mesa direta ou indireta com
anticorpos poli ou monoclonais (STIBBS e ONGERTH88; HERNANDEZ et al.,
1994), além da Reacao de Cadeia de Polimerase ((RCPBGAN et al., 2000).

1.4.1.4 Tratamento e Controle

Atualmente diversos farmacos estdo sendo exaostivi@ testados no
tratamento da criptosporidiose (SPRINZ et al., 198RMSON et al.,, 2002;
COULLIETTE et al., 2006), porém até o0 momento ndctem terapias e vacinas
eficazes, sendo recomendada a adoc¢do de protoautasios para os sinais clinicos
presentes, incluindo a reposicado hidroeletrolitisaporte nutricional e farmacos

antidiarreicos, antimicrobianos e imunoterapico8REY et al., 2004).



Aliado as dificuldades encontradas no tratamento hdspedeiros com a
criptosporidiose, o controle dos oocistos em maa@ncaquaticos vem sendo
considerado uma preocupacéo de ambito mundial (HBEUA et al., 2003; FAYER et
al., 2004), com repercussado também no Brasil (MURLE999; GOMES et al., 2002;
MACHADO, 2006), pois as caracteristicas inerentestaananho e resisténcia dos
oocistos e ainda as limitagbes empregadas no tatantde agua favorecem a sua
disseminacéo (CAUSER et al., 2006).

Conforme sugerido por Gomes et al. (2002), o oteloCryptosporidiunnos
recursos hidricos deve estar relacionado a preg@va manutencdo dos mananciais e
ao saneamento basico, sendo incorporado ainda c@mdinlas preventivas deste agente,
0 monitoramento constante nos filtros utilizadosestacoes de tratamento e piscinas, a
adocdo de métodos capazes de promover a inativlE0ocistos, como 0 0z6nio e
sistema ultravioleta (KANJO et al., 2000; CAUSERakt 2006), além dos cuidados
com a higiene pessoal (FAYER, 1997).

1.4.1.5 Riscos para a Saude Publica

Considerada uma parasitose emergente (GRIFFITHS8;1AMBROISE-
THOMAS, 2000), com o aumento significativo de smaidéncia nas ultimas décadas
(LUCAS e HAGIWARA, 1997; BARRADAS, 1999), a criptogridiose vem
representando um risco direto para a saude pubbga visto o seu carater zoonaético de
transmissao (FAYER, 1997; CAREY et al., 2004).

A transmissao do agente proveniente dos animailsoaeem foi documentada
em varios casos, sendo este fator favorecido p@hero de espécies de mamiferos
descritas como reservatorios @oyptosporidiumspp. (LUCAS e HAGIWARA, 1997,
DALL'OLIO e FRANCO, 2004; LALLO e BONDAM, 2006), iclusive dugongos
(MORGAN et al., 2000), peixes-boi marinhos e amazis(BORGES et al., 2006).

A abrangéncia de hospedeiros susceptiveis, canfdra a alta disseminacao
dos oocistos ao ambiente, contaminando posteridemena ampla variedade de itens
alimentares (SLIFKO et al., 2000) e recursos h@drigncluindo piscinas, rios, lagos,
areas costeiras e ainda agua utilizada para o cansmwmano (LeCHEVALLIER e
NORTON, 1995; FAYER et al., 2000; FAYER et al., 2)0podendo desencadear
surtos expressivos (MACKENZIE et al., 1994).
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2. OBJETIVOS

Estudar a ocorréncia d@ryptosporidiumspp. em peixes-boi marinho3richechus

manatu} e peixes-boi amazonicosrichechus inungujsno Brasil.

2.1 Objetivos Especificos

* ldentificar a frequéncia da infeccdo pGryptosporidiumspp. em peixes-boi

marinhos e amazonicos;

* Avaliar a possibilidade de veiculacdo de oocistesCayptosporidiumspp.

através da agua destinada aos peixes-boi mariativss;

* Avaliar a relagcdo entre a ocorréncia @eyptosporidiumspp. em peixes-boi
marinhos Trichechus manat)se nos funcionarios envolvidos na manutencéo

destes animais em cativeiro;

» Revisar os fatores epidemioldgicos relacionadode¢ao poCryptosporidium

spp. em mamiferos aquaticos.
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3. Cryptosporidium spp. EM PEIXE-BOI MARINHO ( Trichechus manatus):
RELATO DE CASO

3.1 Resumo

A criptosporidioseconstitui-se como uma zoonose que pode afetar cefmom uma
ampla variedade de animais domésticos e silvespeascipalmente individuos
imunodeficientes. Objetivou-se com este trabalhdatae a ocorréncia de
Cryptosporidiumspp. em peixe-boi marinho. Apés ser constatado uglamca de
comportamento de um peixe-boi marinho mantido meswarios do Centro Mamiferos
Aquaticos/IBAMA-FMA, este foi submetido a examenatd e, posteriormente a coleta
de amostra fecal. A amostra fecal foi analisada pétnica de Kinyoun, teste de
imunofluorescéncia direta e pelo corante 4’.6’-Didino-2-Phenilindole (DAPI). No
exame clinico, o animal apresentou sinais de déstonabdominal. Os resultados
obtidos nas andlises de microscopia de luz e fhoerde revelaram a ocorréncia de
oocistos deCryptosporidiumspp. Este € o primeiro relato deste coccidio atemdle
peixe-boi marinho mantido em oceanario.

Palavras-Chave: Criptosporidiose, zoonose, mansifggoaticos, sirénios

3.2 Abstract

Cryptosporidiosis is a zoonosis which can affectrand a wide range of domestic and
wild animals mainly immunodeficient individuals. i§tpaper was with object to relate
the occurrence dfryptosporidiunspp. in Antillean manatee. After an unusual behavio
of an Antillean manatee kept in captivity at then€e Mamiferos Aquaticos/IBAMA-
FMA, clinical examination and posterior fecal samglwas performed. The fecal
samples was analysed by the Kinyoun techniquegcDimmunofluorescence Test and
also examined by 4’ 6’-Diamidino-2-Phenylindole (BB staining. At the clinical
examination, the animal showed signs of abdomiaal.prhe results obtained by light
and fluorescence microscopy analysis showed theurmmwe of oocyst of
Cryptosporidiumspp. This is the first report of coccidium affegtiAntillean manatee
kept in captivity.

Key words: Cryptosporidiosis, zoonosis, aquatic mmats, sirenians



3.3 Introducéo

Os peixes-boi marinhosT(ichechus manatjssdo mamiferos aquaticos de
habitos exclusivamente herbivoros que freqlentasasarcosteiras brasileiras e
estuarinas, sendo distribuidos de forma desconéntra os estados de Alagoas e Para
(LIMA, 1997; LUNA, 2001).

Entre os agentes parasitarios relacionados aciidéscem Sirénios pode-se
destacar @ryptosporidiumspp. em dugongofugong dugor(HILL et al., 1997) e em
peixe-boi marinho mantido em ambiente natural (MARDES et al., 2002). Além
destes, a ocorréncia deryptosporidiumsp. foi relatada em animais domésticos,
silvestres, répteis, peixes, e o homem (LALLO, 19GRACZYK e CRANFIELD,
2000; ALVAREZ-POLLITERO e SITJA-BOBADILLA, 2002; CR et al., 2005).

Segundo Wiebbelling et al. (2002), frequentemesta enfermidade encontra-se
relacionada com hospedeiros imunodeficientes, pbmle@casionar diarréia aguda, dor
abdominal, nduseas, vomitos, anorexia e a depataleyeveridade do quadro pode
resultar em morte. Os oocistos @eyptosporidiumspp. possuem a capacidade de
resistir aos desinfetantes comumente utilizadoang@eecendo no ambiente durante
semanas ou meses, inclusive em diferentes tempasagusalinidades (FAYER et al.,
2004), contribuindo assim para a sua rapida didpers

Desta maneira, diante da ocorréncia Gyptosporidiumspp. em diferentes
espécies de mamiferos aquaticos (DENG et al., 200GLES-HANKS et al., 2005;
SANTIM et al., 2005) e frente a possibilidade d&edgéo nos peixes-boi marinhos, o
efetivo diagnostico deste agente torna-se de fuadtahimportancia, no intuito de
serem estabelecidas medidas preventivas, vist@sfacespécie de mamifero aquatico
encontra-se seriamente ameacada de extincéo (IBARIA,).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo ddatar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em peixe-boi marinhoTrichechus manatys mantido em
oceanario, no Estado de Pernambuco, Brasil.

3.4 Material e Métodos

Entre os animais cativos nos oceanarios do Centramikéros
Aquaticos/IBAMA-FMA, localizado na Illha de Itamaéac (7°44'52"Sul;
34°49'32"0este), Estado de Pernambuco — Brasilcédétada amostra fecal de um

peixe-boi marinho macho, com 14 anos de idade, @dilbgramas (Kg) e 296



centimetros (cm) de comprimento total. No momentoedame clinico, o animal
apresentou desconforto abdominal, aumento do eltemespiratorio e letargia, sendo
administrado o tratamento de suporte a base de dlieeral (por via oral) e
antibioticoterapia por via intramuscular (Pentabmweterinario pequeno porte 600.000
U).

O material fecal foi encaminhado ao LaboratérioDteencas Parasitérias dos
Animais Domeésticos, da Universidade Federal RuedPernambuco — Brasil, sendo em
seguida submetido a sedimentacdo pelo formol-ében posterior confeccdo dos
esfregacos e coloracdo através da técnica de Kin{®BRASIL, 1996), ao teste de
imunofluorescéncia direta (Merifluor - Meridian Bmence Diagnostics, Cincinnatti,
Ohio) e ao corante 4’.6’-Diamidino-2-Phenilindol2API).

3.5 Resultados e Discusséao
Foram identificados 40 oocistos @gyptosporidiumspp. por grama de fezes,
pela técnica de Kinyoun (Figura 1), sendo o diago@sconfirmado pelos testes de

imunofluorescéncia direta e DAPI (Figura 2).

Figura 1: Identificacéo de oocisto Figura 2: Identificacdo de oocisto de
de Cryptosporidiunspp. pela Cryptosporidiumspp. pelo DAPI
técnica de Kinyoun

ApOGs a administracdo do tratamento de suportejmahifioi monitorado, sendo
constatado o desaparecimento dos sinais cliniceseqtados com aproximadamente
48 horas. Desta forma, as manifestacdes clinicaesamadas pelo animal examinado
podem ser sugestivas de transtornos ocasionaddSrypmtosporidiumspp., ou ainda a
sua acdo conjunta com outros patdégenos, sendocaddstajue o desaparecimento
destes, podem ter sido decorrentes a acdo dateotedapéutica empregada ou ainda
devido ao seu caréater autolimitante (LEVINE et #88; LALLO, 1996).



Os sinais clinicos observados neste espécime feemelhantes aos descritos
por Hill et al. (1997) em dugongo com anorexia entigcada letargia, além de natacao
lenta em &guas rasas, no qual foi identificadceagarca macica deryptosporidiurmas
microvilosidades do intestino delgado.

O diagnoéstico da infeccao pGryptosporidiumspp. neste estudo, foi favorecido
pela associacdo dos sinais clinicos apresentadosapémal e a utilizacdo de trés
técnicas distintas de exames laboratoriais, as @ comumente sendo realizadas em
outras pesquisas, inclusive envolvendo outras espéde mamiferos aquaticos
(WEBSTER et al., 1996; DENG et al., 2000; HUGHESNS et al., 2005; SANTIM
et al., 2005).

Vale salientar, que o peixe-boi avaliado encontse/anantido com outros oito
espécimes em uma estrutura de trés oceanariodmiiniz, a captacdo de agua destes
recintos provem de aguas marinhas costeiras e depagon artesiano situado nas
imediacdes das instalagbes, a qual é submetideatonento diario & base de cloro e
apos o processo de sedimentacdo das particulasuugpensdo estes sdo filtrados e
aspirados. Entre os parametros fisico-quimicos erofniblégicos analisados
sistematicamente, encontram-se a salinidade, pheatura, turbidez, cloro residual,
oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénwmiformes fecais e coliformes
totais.

Mesmo diante dos cuidados no tratamento de agueasdeseanarios, tendo em
vista a ocorréncia de oocistos d&yptosporidium spp. ja relatada em diversos
mananciais aquaticos (JOHNSON et al.,, 1995; SMITHGRIMASON, 2003;
TSUSHIMA et al.,, 2003; HELLER et al., 2004), surgemo uma preocupacao
eminente no que concerne a veiculacdo hidrica agstete, pois de acordo com Carey
et al. (2004), a ineficiéncia dos meétodos de tratdm de agua permite a sua
disseminagdo por este meio, devido a resisténcg desinfetantes comumente
empregados e as limitacbes das técnicas de filtragd decorréncia ao pequeno
tamanho dos oocistos (LeCHEVALLIER et al., 1991; I8N 1998; CAUSER et al.,
2006).

Avaliando ainda outros fatores que podem ter ppoado a veiculacdo dos
oocistos deCryptosporidiumspp. ao peixe-boi infectado, destaca-se o cordatn
pessoas durante as ocasifes de manejo, visto cas@#ier zoondético de transmissao
(FAYER, 2004).



Além destes fatores apresentados, Smith (1993pamstos alimentos como
importante via de transmisséo deste coccidio. €Ds ilimentares constituintes da dieta
dos peixes-boi cativos, no Centro Mamiferos AqualiBAMA-FMA, sdo coletados
na costa litoranea da llha de Itamaraca, nos bahedando arenosos e nos arrecifes,
sendo ofertadas alga€dulerpasp, Halimeda opuntiaPenicillus capitatusDictyota
sp, Sargassunsp), o capim-agulhaHalodule whrighti) e verdurasiCARDOSO e
PICANCO, 1998). Sendo assim, a oferta destes atoeepodem estar incriminados
entre os fatores de risco de disseminacédo dostosaieCryptosporidiumspp., haja
visto, que este coccideo ja foi descrito em alfacabanetes, tomates, pepinos e
cenouras (MONGE e CHINCHILLA, 1996; ORTEGA et 41997).



3.6 Conclusodes

Esta € a primeira ocorréncia @eyptosporidiumspp. acometendo 0s peixes-

bois marinhosTrichechus manatyisnantidos em oceanarios;

A presenca do animal infectado com outros peixés-taiivos pode favorecer a
disseminagdo da criptosporidiose, 0 que torna oporta realizacdo de exames

laboratoriais em todos 0s animais cativos, comenu sinais clinicos;

Este fato representa riscos para a saude pubbga visto a rotina de manejo
dos peixes-boi cativos executadas pela equipecentiratadores.
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4. OCURRENCIA DE Cryptosporidium spp. EN MANATI AMAZONICO
(Trichechusinunguis, Natterer, 1883)

4.1 Resumen

El parasito apicomplexa Cryptosporidium infecta algunos mamiferos, incluyendo
especies terrestres y acuaticas. En la epidemioldgiesta enfermedad, el agua y el
alimento podrian ser el modo principal de transinigiara animales susceptibles. Entre
los Sirénidos, la ocurrencia @yptosporidiumspp se inform6 en dugongd3ugong
dugon y manaties antillanoT¢ichechus manatus manajugste trabajo tiene como
objetivo describir la ocurrencia deryptosporidiumspp. en manaties amazonicos. Se
recogieron 115 muestras fecales de manaties amgagoffirichechus inungu)s
cautivos y en libertad, y se sometieron a la técre Kinyon para determinar la
presencia de ooquistes @eyptosporidiumspp. Después de analizadas, las muestras
positivas fueron sometidas a confirmacion mediattd@est de Inmunofluorescencia
Directa. Los resultados mostraron que 4,34% (5/@i#9as muestras fueron positivas.
La ocurrencia de este parasito en el manati amazdmiede ser suficiente para
incrementar la diseminacion asociada a infecciomassmitidas por el agua, en
manaties y en humanos. Este es el primer inform@rggtosporidiumspp en manati
amazonico.

Palabras-Clave:Sirénidos, coccidio, agua, Amazonia

4.2 Abstract

The apicomplexan parasit€Cryptosporidiuminfects some mammals, including
terrestrial and aquatic species. In the epidemioltighese diseases, the water and food
can be the main source of infection to susceptnlienals. Among the Sirenians, the
occurrence of this coccidium has been reported ugodgs Dugong dugoh and
Antillean manatee Trichechus manati(s This paper was with object to relate the
occurrence ofCryptosporidiumspp. in Amazonian manatee. 115 fecal samples were
collected from captive and free-ranging Amazoniananatees Trichechus
inunguis) and processed by Kinyon technique for the presehCryptosporidiumspp.

At the end of the analyzing operations, the posittamples were submitted to the
Direct Immunoflorescence Test. The results show8d% (05/115) of positive



samples. The occurrence of this parasite in Amaromanatee could be sufficient to
increase the outbreaks associated of waterborrestiohs in manatee and also in
humans. This is the first report 6fyptosporidiumspp. in the Amazonian manatee.

Key Word: Sirenians, coccidium, water, Amazonia

4.3 Introduccion

El manati amazénicoT(ichechus inungu)shabita en el rio Amazonas y sus
afluentes, inclusive en la desembocadura en ehidlay en las inmediaciones de la
Isla del Marajé (LUNA et al., 2002), encontrandesela categoria “vulnerable” por la
Union Internacional para la Conservacion de la Ndg¢za (2006).

Diversas investigaciones vienen siendo realizpdaa la conservacion de estos
animales. De esta manera, las enfermedades paessgaaumen un importante papel en
la manutencion de estos especimenes en la natrdieire estos agentes destaca el
Cryptosporidiumspp., que ha sido descrito en dugorngogong dugon(HILL et al.,
1997) y manati antillanolrichechus manatus manat(d ARCONDES et al., 2002;
BORGES et al., 2005).

A pesar de varios informes implicando la transnmisite este protozoario en
ambiente acuatico, la via directa o indirecta, ipaldrmente a través de agua
contaminada por materia fecal, ha sido observaddagrfocas de la Groenlandia
(Pagophilus groenlandicuy infectadas conCryptosporidium parvum(FAYER vy
LINDSAY, 2004).

De esta forma, la diseminacion de la infeccioneentamiferos acuaticos puede
ser facilitada por factores relacionados con lanisidad de la contaminacion ambiental
y la suoervivencia de los ooquistes a las condesatel medio (ROBERTSON et al.,
1992; TSUSHIMA et al., 2003; CAREY et al., 2004).

Dependiendo de las especies afectadas, se harvadiseignos clinicos como
pérdida de peso, diarrea, molestia abdominal yrdgetaen manati antillano
(MARCONDES et al., 2002; BORGES, et al., 2005),raéle de la muerte en dugongo
con infeccién natural paCryptosporidiumspp. (HILL et al., 1997).

Este trabajo tiene como objetivo describir la oencra deCryptosporidiumspp.
en manaties amazonicos$richechus inungujs mantenidos cautivos y en ambiente

natural.



4.4 Material y Métodos

La recogida de las muestras fecales se llevd a dabante las expediciones
realizadas en la época vaciante del lago Amarf2G84” Sur y 064°47°24"0Oeste), en
agosto de 2005 y en la época creciente (noviembieigmbre de 2005) en actividades
de marcacion con radio-trasmisores en manatiesvosatien la Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Amana-RDSA, en la Amaz®ccidental Brasilefia y
durante las biometrias de los manaties amazéni@demidos en cautiverio en el
Conselho Nacional de Seringueiros —CNS durante isinm afio en Alter do Chéo
(01°57°16” Sur y 54°44°22.9” Oeste), en el EstaddPara, Brasil.

Las muestras fecales fueron obtenid&stdmente de diez animales nativos y
dos mantenidos cautivos durante las actividadesndripulacién, ademas de 103
muestras fecales sobrenadantes encontradas enclasiones realizadas en el lago
Amana. Por ocasion de la biometria, todos los desnéueron sometidos a una
evaluacion clinica previa, siendo observados, despe la recogida de heces, el color,
el olor y la consistencia del material fecal.

Todo el material recogido fue acondicionado en cfras debidamente
identificados, conteniendo una solucion de alcolooimol, acido acético glacial y agua
destilada (AFA) y llevado al Laboratorio de Doengaarasitarias dos Animais
Domésticos, da Universidade Federal Rural de Pdynem Las muestras fueron
analizadas por duplicado, a través de sedimentgmdrel formol-éter con posterior
preparacion de los barridos y coloracion a travesgadtécnica de Kinyoun (BRASIL,
1996), para la identificacién de los ooquistesQigptosporidiumspp. Las muestras
positivas fueron sometidas al test de inmunoflumesia directa (STIBBS vy
ONGERTH, 1986).

4.5 Resultados y discusion

Fueron observadas ooquistesQlgptosporidiumspp. en el 1,74% (02/115) y
2,60% (03/115) del material proveniente de manatédsos y de las muestras fecales
sobrenadantes, respectivamente, totalizando dl%}(85/115) de muestras positivas.

Mediante los resultados obtenidos, se puede canstat presencia de
Cryptosporidium spp., en ambiente acuatico amazoénico. La criptadipsis en
Sirénidos ha sido informada a través de examenessifiddgicos en manaties
antillanos,Trichechus manatus manat(MARCONDES et al., 2002; BORGES, et al.,



2005) del litoral del nordeste brasilefio e histojggficos en dugongofugong dugon
en la region costera de Queensland, Australia (HiL&al., 1997). En lo que concierne a
otras especies de mamiferos acuaticos, la infeqméreste coccidio fue diagnosticada
en leones-marinos de Californidalophus californianugDENG et al., 2000), foca -
ocelada Phoca hispid@ ballena de GroenlandiB#laena mysticetyisy ballena-franca
del norte Eubalaena glacialifHUGHES-HANKS et al., 2005).

Los estudios realizados anteriormente informando lde presencia de
Cryptosporidiumspp. en mamiferos acuaticos, demonstraron quedacidn por este
coccidio se encontraba mas critica entre poblasideeballena-franca del norte, foca-
ocelada e ballena de Groenlandia, las cuales pgegeanuna prevalencia del 24,5%,
22,6% y 5,1%, respectivamente (HUGHES-HANKS et24105).

La evaluacion clinica de los animales reveld Esencia de un cuadro diarreico
s6lo en una cria mantenida cautiva. Los demas #&snma@o presentaron ninguna
manifestacion clinica y las muestras presentarosistencia, color y olor caracteristico
de la especie. Las muestras analizadas fueronidasede forma casual, no siendo
direccionada para animales con cuadros diarreicqeeopresentasen cualquier signo
clinico sugestivo de criptosporidiosis, segun atgurestudios realizados con otras
especies de mamiferos (GARCIA y LIMA, 1994; GARLIEPal., 1995). Siendo asi,
factores como la edad de los animales estudiadogaminacion de los manantiales
acuaticos, pueden ser responsables del reduciderolmie muestras positivas de este
estudio.

Segun lo informado por Queiroz (2006), aun existe derta integridad de los
recursos ambientales en la Reserva de Desenvolion&rstentavel Amand; por otro
lado, las limitaciones sanitarias de las comunigalileeracion de desechos en los rios
por los barcos de la regién, ademas de aquellagigen animal que fluyen para los
igarapés y lagos, observados durante la recogidanakerial, pueden haber sido
responsables de la contaminacion del ambiente iacugt consecuentemente la
infeccion de los animales.

De esta manera, la eliminacion de ooquistes GQigptosporidium spp.
provenientes de animales infectados en estos mchidricos aumenta la preocupacion
con el ciclo de transmision entre los Sirénidostipaarmente, manaties amazdnicos,
ademas de la posibilidad de transmision para elbheranto en momentos de recreo,
como en el inadecuado consumo de agua por las giids riberefias, segun lo
sugerido por Baraldi et al. (1999) y Moura et 2046).



Este es el primer informe dE€ryptosporidium spp. afectando al manati
amazoénico Trichechus inungu)sy su constatacion constituye una manera indirdeta

evaluar la calidad de los recursos hidricos yrlicacion en la salud publica.
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5. INFECCAO POR Cryptosporidium spp. EM PEIXES-BOI MARINHOS
(Trichechus manatus) E AMAZONICOS ( Trichechusinunguis) NO BRASIL

5.1 Resumo

Infeccbes porCryptosporidiumspp. surge como preocupacao entre os mamiferos
aquéticos, em virtude da transmissdo hidrica dasstos. Objetivou-se com este
trabalho relatar a ocorréncia deryptoposridium spp. em peixes-boi marinhos
(Trichechus manatyie amazonicosTfichechus inungu)sno Brasil. Para tanto, foram
coletadas amostras fecais e processadas pelaaémi&inyoun, sendo as amostras
positivas submetidas ao teste de imunofluorescé&h@éa. Os resultados evidenciaram
a presenca de oocistos d@ryptosporidiumspp. em 12,5% (17/136) do material
proveniente dos peixes-boi marinhos e 4,3% (05/1d&s amostras analisadas de
peixes-boi amazobnicos. Infeccdo pOryptosporidiumspp. foi mais prevalente em
animais cativos do que em populacdes de vida livre.

Palavras-Chave: Coccidio, diagndéstico, mamiferogtieps, sirénios, zoonose

5.2 Abstract

Infections by Cryptosporidiumspp. are a major concern among aquatic mammals
because the hydric transmission of the oocysts.oliject of the present study was to
relate the occurrence ofryptosporidiumspp. in Antillean manateeTiichechus
manatu$ and Amazonian manateesrichechus inungu)sfrom Brazil. Fecal samples
were collected and processed by the Kinyoun tectenid\t the end of the analyzing
operations, the positive samples were submitteatlédirect Immunoflorescence Test.
The results showed the presenc€ofptosporidiunspp. oocysts in 12,5% (17/136) of
the material obtained from the Antillean manate®s ia 4,3% (05/115) of the samples
from the Amazonian manatees. Cryptosporidium spifection was more prevalent in
the captivity animals than those from free-rangiogulations.

Keywords: Coccidian, diagnosis, aquatic mammatengns, zoonosis



5.3 Introducéo

Entre as diversas espécies de mamiferos aquaticnscomprometimento de
suas populagdes, o peixe-boi marinioidhechus manatjyse o peixe-boi amazoénico
(Trichechus inungujsencontram-se na categoria “Vulneravel” na classggo da “The
World Conservation Union” (IUCN, 2006), e no Brasiégundo o Plano de Acéo para
Mamiferos Aquaticos, a espécie marinha esta cleadd como “Em perigo critico”, e a
amazénica em “Vulneravel” (IBAMA, 2001). Estas amidas sdo decorrentes de
diversos fatores antrépicos, que representam ridice®s para estas espécies, como a
perda do habitat, desmatamento, poluicdo, cacaajimeal (MARCH et al., 1986)
captura em redes de pesca e o encalhe de filHdida et al., 1992; PARENTE et al.,
2004).

Mesmo considerado um mamifero aquatico resistantioencas (WHITE e
FRANCIS-FLOYD, 1990), o peixe-boi, apresenta-sesptvel a infeccao por diversos
agentes com potencial zoonético (BUCK e SCHROEDE®90). Neste sentido, o
Cryptosporidiumspp. foi diagnosticado em dugongd@igong dugon(HILL et al,
1997) e peixe-boi marinhdrichechus manatus manat(d ARCONDES et al., 2002;
BORGES et al., 2005), sendo observado sinais oBniomo a perda de peso, diarréia,
desconforto abdominal, letargia, além de morte agodgos com infec¢do natural por
este coccidio (MORGAN et al., 2000).

De acordo com FAYER et al. (2004), a agua e aseautos contaminados
constituem as principais formas de disseminacdofdacao. Desta maneira, diante de
fatores predisponentes como a oferta de deternsnados alimentares aos animais
cativos, as manifestacdes clinicas ja observadage@ncia no que diz respeito a saude
publica, a disseminacdo e resisténcia do agenteomdicOes ambientais, aliado ao
reduzido numero de informacdes inerentes a ocaaé@este coccidio em peixes-boi
marinhos e amazo0nicos, torna-se oportuno a realizde uma pesquisa direcionada a
estas espécies.

Neste trabalho objetivou-se relatar a infeccdo @orptoposridiumspp. em

peixes-boi marinhos e amazonicos no Brasil.



5.4 Material e Métodos
5.4.1 Coleta de Material Biologico

O material coletado foi proveniente de 34 peixasAarinhos, sendo machos e
fémeas, na faixa etaria de filhotes a adultos, affledestes estavam mantidos em
piscinas, dois em cativeiro no ambiente natural uatrg em vida livre (ap0s
reintroducdo), respectivamente nos Estados de mbuw, Paraiba e entre Sergipe e
Rio Grande do Norte. Para cada animal foram cahstaglatro amostras fecais na
ocasido da biometria, em intervalos de 60 dias.

Com relacao a espécie amazonica, foram coletadasti@® provenientes de 12
animais, de ambos 0s sexos e faixa etaria de ddhat adultos, sendo dois destes
mantidos em piscinas e dez em vida livre (animais/as), além de 103 amostras fecais
sobrenadantes encontradas durante as incursdegmdAimanad, respectivamente nos
Estados do Para e Amazonas. Em decorréncia asildddes de acesso a estes
espécimes, apenas uma amostra de cada individabtida (Tabela 1).

Por ocasidao da biometria, todos os peixes-boi mdosjforam submetidos a
uma avaliacdo clinica prévia, onde além dos fatamesentes ao estado geral dos
animais verificaram-se 0s aspectos relacionadaw,aodor e consisténcia do material

fecal.

Tabela 1. Procedéncia das amostras fecais dossgamxenarinhos e amazonicos

Procedéncia Peixe-boi marinho Peixe-boi amazobnico

NUmero de NUmero de NUumero de NUumero de

animais amostras animais amostras
Piscinas 28 112 2 2
Cativ. em amb. natural 2 8 - -
Vida livre 4 16 10 10
Amostras sobrenadante - - - 103
Total 34 136 12 115

Apés a coleta, o material foi acondicionado em civascontendo solugéo
constituida de alcool, formol, &acido acético glaaaagua destilada (AFA), em
propor¢cdes sugeridas por Ueno e Goncalves (1994idateente identificados e
encaminhados ao Laboratério de Doengas ParasitdossAnimais Domésticos, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco-Brasil.



5.4.2 Processamento Laboratorial

O material coletado foi submetido a sedimentac@&tn gormol-éter com
posterior confec¢cdo dos esfregacos e coloracdovéatraa técnica de Kinyoun
(BRASIL, 1996), para a identificacdo dos oocistos @ryptosporidium spp.
Posteriormente, as amostras positivas foram sutlasetio teste de imunofluorescéncia
direta (STERLING e ARROWOOD, 1986).

Para o calculo do nimero médio de oocistos patardmostra (X) utilizou-se a

férmula recomendada por Cantusio Neto e Franco4(200

5.5 Resultados

Foram observadas oocistos @eyptosporidiumspp. em 25% (34/136) do
material proveniente dos peixes-boi marinhos, epoadendo a 50% (17/34) dos
animais. Com relagéo aos peixes-boi amazonicaanastras positivas corresponderam
em 4,3% (05/115) do material analisado, onde 1,P%/115) foram obtidas de
individuos capturados e 2,6% (03/115) do mategahlf sobrenadante. Sendo assim,

observou-se uma maior frequéncia do coccidio nécgsmarinha (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia Absoluta (FA) e Relativa (BR)infecgcdo pofryptosporidium

spp. em peixes-boi marinhos e amazoénicos

Procedéncia da Amostra  Peixe-boi marinho Peixe-boi amazobnico
FA FR (%) FA FR (%)
Piscinas 13 76,4 - -
Cativeiro Amb. Natural 2 11,8 - -
Vida Livre 2 11,8 2 40
Amostras Sobrenadante - - 3 60
Total 17 100 5 100

FA: Frequéncia absoluta

FR: Frequéncia relativa

Os numeros de oocistos encontrados nas amostas ¥eciaram de 40-120 por
grama de fezes, nas duas espécies, porém em unsrarde peixe-boi marinho
mantido em cativeiro no ambiente natural foram atraolos 280 oocistos por grama de

fezes.



Entre os peixes-boi marinhos avaliados e que ami@sen diagndstico positivo,
aproximadamente 76,47 % (13/17) apresentaram siiaisos compativeis com a agéo
do agente. As manifestacdes verificadas consistiemm quadros de diarréias,
desconforto abdominal, aumento do intervalo respi letargia, deslocamentos
lentos e emagrecimento, porém nem sempre todogaastpresentes em um mesmo
animal. Das amostras positivas dos peixes-boi aniea$) ndo foi possivel avaliar estes

sinais, devido a auséncia de monitoramento, viatartse de individuos nativos.

5.6 Discusséo

Diante dos resultados encontrados, pode-se canstat ocorréncia de
Cryptosporidiumspp. em peixes-boi marinhos e amazoénicos, semd@a@ intensidade
da infeccdo observada na espécie marinha. Entreems de disseminacdo do parasito,
a contaminac¢do hidrica dos ambientes costeiraadominada como uma das possiveis
formas que favorece a transmissdo dos oocistos Ge/ptosporidium
spp.(LeCHEVALLIER et al., 1991; FAYER et al., 20080MES et al., 2002; LUNA
et al., 2002; LIMA e STAMFORD, 2003; HELLER et &004).

Segundo Robertson et al. (1992), oocisto€dgtosporidiumspp. apresentam
grande resisténcia em condi¢cdes ambientais, irdduns ambientes costeiros (FREIRE-
SANTOS et al., 1999, FAYER et al., 2002) e esttsaflBERGUNSON et al., 1996),
sendo estes locais considerados habitats dos gmixemarinhos (LIMA, 1997;
PALUDO, 1998), o que pode ter contribuido parafadgéo dos animais mantidos em
cativeiro no ambiente natural e em vida livre.

O baixo numero de amostras infectadas provenigluepeixes-boi amazdnicos
pode estar relacionado a uma menor contaminacaeedassos hidricos, conforme o
observado por Queiroz (2006), onde aponta cerggrigiade e protecdo da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Amand, porém as lidésganitarias das comunidades,
a liberacdo de dejetos fecais nos rios pelos bataaggido e os dejetos dos animais
escoados para os igarapés e lagos sédo importammeéss fde contaminacdo dos
mananciais aquaticos e, portanto passiveis de ndisggdo dos oocistos de
Cryptosporidiunspp.

Além destes fatores ambientais, outro ponto inapbet que pode ter
influenciado na intensidade de infeccdo dos pdixeésamazonicos, diz respeito a

impossibilidade de ter sido coletado um maior naneker amostras fecais de um mesmo



animal em periodos distintos, conforme método eggule nos peixes-boi marinhos,
haja visto que, em determinadas situacdes, o nuodeeroocistos liberados pode ser
reduzido, diante da recuperacdo do animal a infec@AYER et al., 2004),
dificultando assim o seu diagndstico.

Com base nos resultados, ao ser avaliado as dpésies, 0 maior numero de
diagnédstico foi observado nos animais cativos. Estbado sugere que além da
possibilidade da veiculacdo hidrica, outros fatopdem estar associados na
disseminacéo do coccidio, como a oferta dos difesdtens alimentares (capim-agulha,
algas-marinhas, cenoura, beterraba, alface e alpmnte frutas e aguapés), a
manipulacdo dos alimentos por tratadores (HOSKIM/RIGHT, 1991; MONGE e
AIRAS, 1996; ORTEGA et al., 1997), a interagdao ¢ante entre 0s animais cativos,
sobretudo o comportamento de coprofagia (HARTMABI{9), podendo influenciar a
infeccdo (PIANTA, 1993).

As constatacdes dos sinais clinicos ocorreramaapea espécie marinha, sendo
que dos 17 animais com diagnéstico positivo, ajfiga como desconforto abdominal,
quadros de diarréia, aumento do intervalo respica® deslocamentos lentos estavam
presentes em 76,47% (13/17) dos espécimes. Na caséa investigacdo clinica
detalhada, de maneira a verificar a ocorréncia udeo® patdgenos, as manifestacdes
apresentadas ndo podem ser atribuidas apenas d@Cagptosporidiumspp., porém
este agente pode ter contribuido para os transtoetatados.

Ja os animais positivos que ndo apresentaram menipo de manifestacao
clinica, corresponderam a 23,53% (04/17) da espé@ignha e 100% (02/02) da
amazobnica, comportando-se como portadores assititosidndicando certa resisténcia
a infeccdo, porém permaneceram eliminando oocisboambiente, destacando a sua
importancia epidemioldgica na disseminacao da doeng

Frente aos achados e diante das possibilidade®idelacdo dos oocistos de
Cryptosporidiumspp. surge a necessidade das Instituicdes, quEmastas espécies
cativas, reavaliarem os procedimentos de manejmateeira a evitar a disseminacao
deste agente entre os animais. Ja nas populacddglasaem vida livre, o melhor
método de minimizar a infeccdo por este parasitocéntivar politicas publicas para

saneamento basico e controlar a preservacéo e emgdotdos mananciais aquaticos.



5.7 Conclusodes

A infeccéo porCryptosporidiumspp. foi constatada em peixes-boi amazbnicos e
peixes-boi marinhos, sendo observado que os aniozigos desta Ultima espécie
apresentam grande possibilidade de infectar-seqoelcidio e posteriormente eliminar

oocistos, acarretando na disseminacao da enfergidad

O carater zoonadtico da criptosporidiose assocem® achados deste trabalho
aponta para uma necessidade de novos esforcosveigacao, visando avaliar os

aspectos epidemiolégicos envolvidos na dissemindeéte parasito.
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6. OCORRENCIA DE OOCISTOS DE Cryptosporidium spp. NA AGUA
DESTINADA A MANUTENCAO DOS PEIXES-BOI MARINHOS
(Trichechus manatus) EM CATIVEIRO

6.1 Resumo

Cryptosporidiumé um parasito comumente encontrado em lagos eeaspecialmente
guando a agua é contaminada por esgotos e res@him®is. NO entanto, existem
poucas informacOes sobre a contaminacdo da aguasp®rpatdogeno, sobretudo em
cativeiro onde sdo mantidos mamiferos aquaticdsmialdade da pesquisa foi avaliar a
ocorréncia de oocistos deryptosporidiumspp. na agua de consumo e abastecimento
das piscinas destinadas aos peixes-boi marinfioshéchus manatiys Para tanto,
foram coletadas seis amostras de agua, provenidotgonto de abastecimento das
piscinas (praia), agua destinada ao consumo deosagmiagua mineral utilizada na
formulagdo da dieta lactea ofertada aos filhotd8oére das piscinas destinadas a
manutengcdo permanente, reabilitacdo com filhotesddde superior a dois anos e
reabilitacdo com filhotes de idade inferior a daisos. Antes das amostras serem
processadas, estas foram submetidas ao procesditragdo. Posteriormente o
diagnédstico do parasito foi realizado pela técmieaKinyoun e as amostras positivas
foram submetidas ao Teste de Imunofluorescénciat®iiOs resultados revelaram a
presenca de oocistos @eyptosporidiumspp. em 66,67% (04/06), correspondendo ao
material proveniente do ponto de abastecimentordomtos e das piscinas, sendo
encontrado de oito a 56 oocistos/litro. Os resobaglidenciaram que a agua destinada
a manutencao dos peixes-boi marinhos, pode seoaw pnportante na transmisséo de
oocistos deCryptosporidium spp. predispondo a possibilidade de ocorréncia da
criptosporidiose em sirénios.

Palavras-Chave: Sirénios, coccidio, diagnéstico

6.2 Abstract

Cryptosporidiumis a parasite commonly found in lakes and rivegeeially when the
water is contaminated with sewage and animal waktewever a few data about the
contamination of water by this pathogen, especialgaptive aquatic mammals are
available. The goal of this research was to evaliube occurrence of oocysts
Cryptosporidiumspp. in the water destined for Antillean manafieé&chechus manatjs

consumption and the pools. Six water samples welleated, from the pool's water



supply system (on the beach); manatees consumptmameral water used in the
preparation of artificial milk formulas offered tbe orphaned manatee calves; and the
last one used on maintenance of the pools of thieation area, the rehabilitation area,
where lives calves from two or more years-old aondfless than two years-old. Before
the water samples were processed, each samplewvastted to a filtration process.
After the diagnosis of the parasite were procedsgdKinyoun technique and the
positive samples were submitted to the Direct Imaflanescence Test. The results
showed the presence Giyptosporidiumspp. oocysts in 66,67% (04/06), from water
samply system and pool’s with the eight to 56 otcyer liter. The results evidenced
that the water destined to the maintenance of thtdldan manatees could be important
point in a hydric transmission @ryptosporidiumspp. oocysts and may also play as a
predisposing factor to the occurrence of cryptasiiase in sirenians.

Keyword: Sirenians, coccidian, diagnosis

6.3 Introducéo

O Cryptosporidiumspp. € considerado um protozoario oportunista,agoeete
uma ampla variedade de animais e 0 homem (GOMES, €t996; XIAO et al., 1998;
MATSUBAYASHI et al., 2005), podendo provocar quaslde diarréia aquosa, perda
de peso e dores abdominais (HILL et al., 1997; BARRet al., 1999; BORGES et al.,
2005).

A contaminacao dos recursos hidricos provenieriss@siduos agropecuarios,
industriais e domésticos (LeCHEVALLIER et al., 1998MITH, 1993) por este
coccidio vem despertando atencdo em diversos paijasem aguas superficiais bruta
ou tratada (LeCHEVALLIER et al., 1991; WARD et &002; GOMES et al., 2002;
LUNA et al.,, 2002; HELLER et al., 2004), agua male(FRANCO e CANTUSIO
NETO, 2002), em pocos (GAMBA et al., 2000), esgat@tados ou ndo (SMITH,
1998; FARIAS et al., 2002), aguas marinhas e esam(FAYER, 2004). Além disso, a
sobrevivéncia dos oocistos deryptosporidiumspp., em condicdes ambientais por
longos periodos, aliado a capacidade de resisdimans variados métodos usados em
tratamento da 4gua, vem a favorecer em sua disaefinin ROSE, 1990; KORICH et
al., 1990; ROBERTSON et al., 1992; FAYER, 1997; FZR, 2004).

Desta forma, esta pressdo aplicada aos recursosoBidem acarretado na

contaminacéo de diversos organismos aquaticos qmstos deCryptosporidiumspp.,



tais como ostras (GOMES-COUSO et al., 2003; FAYERak, 2003), peixes
(ALVAREZ-PELLITERO e SITJA-BOBADILLA, 2002), tartargas marinhas
(GRACZYK et al., 1997) e ainda infec¢do de algumspécies de mamiferos aquéticos
(MORGAN et al.,, 2000; HUGHES-HANKS et al., 2005nciuindo o peixe-boi
marinho (BORGES et al., 2005).

Nestes, a veiculagdo hidrica foi apontada como umssipel meio de
disseminacéo do agente, conforme descrito por Hublaaks et al. (2005), nos casos
de infeccbes em focas-aneladdhdca hispidy baleia da GroenlandiaBélaena
mysticetuse baleia-franca do nort&balaena glacialis

Portanto, a ocorréncia deste coccidio em peixesiinhos cativos, surge
como fator de preocupacgao, mediante a possibilidadisseminag&o dos oocistos, haja
visto que a agua contaminada pode rapidamenteiratimgy grande numero de
hospedeiros susceptiveis.

Neste trabalho teve-se por objetivo avaliar a @mia de oocistos de
Cryptosporidiumspp. na agua de consumo e abastecimento dasasisiog peixes-boi

marinhos.

6.4 Material e Métodos
6.4.1 Coleta de Agua para Pesquis&dgtosporidium

Foram coletadas amostras de aguas superficiaisgades de cinco litros,
provenientes do ponto de abastecimento das pis@nea marinha costeira situada nas
imediacOes das instalacdes), ofertada aos aninpa®/eniente do abastecimento
publico), agua mineral utilizada na formulacao detad lactea ofertada aos filhotes
orfaos e agua das piscinas destinadas a manutgegatanente, reabilitacdo com
filhotes de idade superior a dois anos e reab@idaspm filhotes de idade inferior a dois
anos (Figura 1), das instalacbes do Centro Mansifekquéticos/IBAMA-FMA,
localizado na Ilha de Itamaraca (7°44'52”Sul; 3432%0este), Estado de Pernambuco
— Brasil. Apenas a primeira amostra tratava-segim druta, sendo as demais aguas
tratadas. Além desta observacéao, € valido destmeaas coletas foram realizadas antes
dos recintos serem liberados para a permanénciardosis e apos todo o tratamento
fisico-quimico executado.

Todas as amostras foram identificadas e encamashad Departamento de

Nutricdo, da Universidade Federal de Pernambuco.



Figura 1: Local de captacdo de agua para abastettirdas piscinas (1); piscinas de
manutencdo permanente (2); piscinas de reabilitg@)a&onte: Falcdo, G/IFMA

6.4.2 Processamento Laboratorial das Amostras de Ag

As amostras foram filtradas por pressédo negatisadsmembrana de ésteres de
celulose (47 mm de diametro e 3 pm de porosidaBeya a concentracdo dos oocistos
foi usado o método descrito por Aldom e Chagla $13®m modificacdo na etapa de
dissolucdo da membrana em acetona, sendo utilizadgoia eluicdo com solucéo
contendo Dodecil Sulfato de Sodio (1%) e Tween B®)(e auxilio de uma espatula
plastica para raspagem da superficie da membr&&NEO et al., 2001).

A partir do volume resultante, sucessivas centafdgs foram realizadas com
alcool 95% e 70%, de modo a ressuspender os sedisné&m seguida duas aliquotas
de 5 pL do sedimento final foram colocadas em lasmpara microscopia e destinadas a
pesquisa deCryptosporidiumspp., sendo utilizado o método de coloracdo Kinyou
(BRASIL, 1996), seguido o teste de imunofluoresc@ndireta (IFD) conforme
recomendacdes do fabricante do Kit Meriffuor

A identificacdo dos oocistos, nas preparacoes aaoragao de Kinyon foram
aquelas descritas por Lima et al. (2004), enquam¢ona analise de imunofluorescéncia
direta, consideraram-se as estruturas com tamafdrmato compativeis, na cor verde-
macd, com ou sem estruturas exibindo fluorescérmmaforme as orientacdes de
Sterling e Arrowood (1986).

! Mellipore Industria e Comércio LTDA.
2 Meridian Bioscience Diagnostics Cincinnatti, Ohio.



6.4.3 Andlise de Parametros Fisico-Quimicos e Miotdgicos

Duas vezes ao dia foram realizadas analises {igitnicas em todas as
piscinas, o qual possibilitou o monitoramento domrametros de temperatura,
salinidade, transparéncia, cloro residual, pH egénib dissolvido. Estes mesmos
parametros foram empregados em uma avaliagdo préviagua de abastecimento
(praia), ndo sendo executado na agua destinadarnsarno dos animais (provenientes
do abastecimento publico e mineral).

Na determinacédo da transparéncia, foi utilizado éiogho classico do uso do
disco de Secchi, medindo cerca de 15 centimetmkde raio, na cor branca e atrelado
a uma corda graduada a cada 10 cm, enquanto cua pgaterminagéo do cloro residual
foram utilizados testes colorimétricos. Os demaggsametros mencionados foram
aferidos pelo Analisador Multi-Parametro (portatilarca WTW® modelo Multi 340i),
sendo este um equipamento digital de alta precisao.

Além destes parametros analisados, foram reakizadmanalmente analises de
coliformes fecais, a partir de amostras devidameatetadas em frascos apropriados,
acondicionados em caixa isopor, mantidos sob e¥figio e transportadas ao
Laboratério de Analises da Agéncia Estadual de Menbiente e Recursos Hidricos do
Estado de Pernambuco (CPRH).

Os valores encontrados foram comparados aos recames pela Instrucao
Normativa (BRASIL, 2002), em seu capitulo que reghre os parametros inerentes a

qualidade de agua.

6.5 Resultados e Discussao

Foram observadas pelo método de Kinyoun e confiamapelo teste de
imunofluorescéncia direta (IFD), oocistos @e/ptosporidiumspp. em 66,67% (04/06),
das amostras analisadas proveniente do ponto deeaimaento das piscinas (AP) e das
piscina de manutencdo permanente (PMP), reabititde&ilhotes com idade superior a
dois anos (PRF>2) e reabilitagdo de filhotes coadédinferior a dois anos (PRF<2),
sendo encontrado de oito a 56 oocistos/litro. Nlagséras inerentes a agua ofertada ao
consumo (AC) e agua mineral utilizada na dietaekatos filhotes (AM) nao foi

encontrada nenhuma estrutura sugestiva aos oodesstes coccidio (Tabela 1).



Tabela 1. Diagnéstico deryptosporidiumspp. de acordo com o teste utilizado

Amostras  Método de Kinyon Teste de IFD
AP Presenca Presenca
PMP Presenca Presenca
PRF>2 Presenca Presenca
PRF<2 Presenca Presenca
AC Auséncia Auséncia
AM Auséncia Auséncia

IFD (imunofluorescéncia diretAP (Ponto de abastecimento das piscinas); PMP
(Piscina de manutencado permanente); PRF>2 (Pideimaabilitacéo de filhotes com idade superior a
dois anos); PRF<2 (Piscina de reabilitacéo detihaom idade superior a dois anos); AC ( agua de

consumo); AM (Agua mineral).

Os dois métodos utilizados na identificacdo @eyptosporidium spp.
apresentaram sensibilidade e confiabilidade nadteelos encontrados. De acordo com
Smith (1998), diferentes métodos de diagndstico ®do desenvolvidos para a
deteccao d€ryptosporidiumspp. em amostras de agua, cada qual com suageasta
e desvantagens, porém ainda ndo ha um método salivente aceito.

Apés a identificagdo dos oocistos @eyptosporidiumspp. em aguas marinhas
costeiras, aumenta a abrangéncia do comprometingastaecursos hidricos por este
coccidio no Brasil, onde até entdo somente hadia descrito em rios (MACHADO,
2006), estacbes de tratamento, reservatorios ddssnao abastecimento publico
(MULLER, 1999; HELLER et al., 2004) e aguas de m¢BGAMBA et al., 2000),
mesmo sendo manifestado como fator de preocupagdodigersos paises, 0
comprometimento dos ambientes marinhos e estuaripos este agente
(LeCHEVALLIER et al., 1991; FERGUSON et al., 199R&YER et al., 2002).

Em observaces preliminares do local destinaddastecimento das piscinas e
imediacdes, aponta-se a proximidade de estuar®sguais recebem uma grande
descarga de dejetos fecais provenientes de huneaamisnais, os residuos industriais e
as atividades de despesca relacionadas a cardumagulonstituindo assim como alguns
dos fatores que podem ter acarretado na contanoinissie manancial.

Por sua vez, a presenca de oocistos deste coerfdiéguas das piscinas, aqui

observadas, as quais anteriormente foram submetidagatamento fisico-quimico,



representa as limitacdes dos metodos utilizadoa painativacdo do agente, o que
também ja foi constatado em aguas tratadas deainago uso publico
(LeCHEVALLIER et al., 1991; MULLER, 1999; HELLER «tl., 2004), e de parques
aquaticos (CAUSER et al., 2006), sendo apontadedozido tamanho deste parasito
como fator que favorece a passagem nos procesdosaigio, aliado a sua resisténcia
aos desinfetantes comumente utilizados (LeCHEVAIR_Hf al., 1991; FAYER, 1997).

A desinfeccdo através do cloro nas concentracOesimmente utilizadas nos
tratamentos convencionais de agua nao sdo efgieMasa inativacdo deste coccidio
(ROSE, 1990), conforme demonstrado por CAMPBELIlalet(1982) ao mencionar a
sua capacidade em manter-se viavel quando expeste produto quimico.

Sendo assim, fica evidente a vulnerabilidade em api@eixes-boi marinhos
estdo expostos, uma vez que a presenca de algomalaniectado podera constituir um
risco ainda maior na disseminacdo dos oocistos pateos espécimes cativos,
favorecidos desta forma pela veiculag&o hidrica.

No que concerne aos resultados dos parametroso-fjgimicos e
microbioldgicos (Tabela 2), com base na média dalsres encontrados, apenas a
temperatura e a presenca de coliformes fecaiseapgegam-se em desconformidade aos
critérios previamente estabelecidos a Instrucaamidtva (BRASIL, 2002), em seu

capitulo que apresenta as regulamentacdes paedidagle de agua.

Tabela 2. Valores encontrados de oocisto€ygtosporidiumspp. e resultados

das andlises fisico-quimico e microbiolégicas realas nas amostras de agua.

Amostra N° de Parametros Analisados

oocistosl/! T Sal  Secchi CI pH oD CF

°C)  (ppt)  (cm) (mg/l)  (NMP)

AP 56 29,27 35 101,33 0,0 7,90 1,40 40
PMP 32 28,40 27,20 2,74 0,0 7,30 0,48 1356
PRF>2 24 28,30 27,60 1,39 0,0 7,29 0,56 5490
PRF<2 8 28,50 28,00 0,90 0,0 7,24 0,43 53
AC 0 NA NA NA NA NA NA 13
AM 0 NA NA NA NA NA NA NA
IN ND 10-28  20-36 ND 0.5 7,20-8,40 ND 250

T (Temperatura); Sal (Salinidade); Secchi (turbjd€k (Cloro); pH (potencial de hidrogénio ibnic@D
(Oxigénio Dissolvido); CF (Coliformes Fecais); NN§o Analisado); ND (N&o Definido)



Os resultados apresentados demonstram que, mesmadbaconcordancia em
grande parte dos valores obtidos em relacao aosegalle referéncia, néo foi suficiente
para promover a inativacéo e/ou remoc¢ao dos oagciEsa capacidade dos oocistos de
Cryptosporidiumspp. adaptar-se as diferentes variacdes ambigftiaiemonstrada em
estudos de laboratorio, ao serem submetidos asdivdemperaturas (FAYER et al.,
1998) e salinidade (FREIRE-SANTOS et al., 1999).

Por outro lado, a alta densidade de animais nasinps de manutencao
permanente, vem a justificar os niveis elevadoscaldormes fecais, sendo este
utilizado em alguns estudos como parametro imptatda correlacdo positiva com a
ocorréncia deCryptosporidiumspp. (LeCHEVALLIER et al., 1991). De maneira
semelhante, a turbidez também tem sido utilizadaocmdicador de previsibilidade,
devido a facilidade de aderéncia dos oocistos aposta organicos e inorganicos
(MEDEMA et al., 1998). No entanto, em decorrénmareduzido nimero de amostras
analisadas, nao foi possivel estabelecer uma andé$ististica entre a presenca do
parasito e 0os parametros analisados, o que torpguop a execucdo de novas
avaliacoes.

Em parques aquaticos, algumas modificacoes impgegavém sendo adotadas
para evitar a transmissdo deryptosporidiumaos seus usuarios, dentre estas, a
adequacao no sistema de filtracdo e o seu monigm@nconstante, a utilizacdo de
0zOnio ou ainda a instalacido de um sistema ultiet@igK ANJO et al., 2000; CAUSER
et al., 2006), onde tais alternativas podem sdicegfas nas instalacées destinadas a
manutencao dos peixes-boi marinhos, de modo quidizacio de novas metodologias
nao venha a prejudicar a salde dos animais presente

Além da adequacdo das instalages, no intuito dpigiar melhorias para a
manutencdo de mamiferos aquaticos em cativeiro nasilB sugere-se a
complementacdo da Instrucdo Normativa (BRASIL, 20@2h seu capitulo que roga
sobre a qualidade da agua, a partir da inclus&@fireigizes que determinem a realizacao
de técnicas laboratoriais especificas para a pesq@Cryptosporidiumspp., de forma
semelhante as recomendacdes do Ministério da Satmeque diz respeito a
potabilidade da agua (BRASIL, 2004).

Sendo assim, a veiculacdo hidrica @gptosporidiumnas piscinas, além de
representar uma preocupacgdo em relacdo a infeogpeaixes-boi marinhos, também

constitui como fator de risco para a infeccdo dascibnarios, sobretudo aqueles



diretamente envolvidos na manutencédo destas in8tdae oferta de mamadeiras aos
filhotes, tendo em vista a grande adaptacdo demnte aos diferentes hospedeiros
(XIAO et al., 2002), representando assim um risa@@ saude publica. Além disto, a
presenca de oocistos no ponto de captacdo (pramuma preocupacdo ainda maior,
pois o local vem sendo utilizado com grande fregi#gépara atividades recreativas, por
banhistas de idades variadas, aumentando desta foroontingente de pessoas em

risco de infeccéo.



6.6 Conclusodes

A presenca dos oocistos @eyptosporidiumspp. no ponto de captagcao (praia)

representa o primeiro relato deste coccidio emsaguainhas costeiras no Brasil;

Os peixes-boi marinhos mantidos em cativeiro, etnaonse expostos ao risco
de infeccéo, tendo em vista, a contaminacaoQugptosporidiumspp. em sua origem,
Ou seja, nas areas marinhas costeiras onde vero ssaitado a captacdo da agua que

abastece as piscinas;

Os métodos de tratamento fisico-quimico empregadosigua das piscinas
destinadas a manutencao dos peixes-boi marinhossatiadequados para promover a

remocao e/ou inativacdo dos oocistodgotosporidiunspp.
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7. OCORRENCIA DE Cryptosporidium spp. EM PEIXES-BOI MARINHOS
(Trichechus manatus) E FUNCIONARIOS ENVOLVIDOS
NO MANEJO DA ESPECIE

7.1 Resumo

A criptosporidiose € considerada mundialmente uataase que pode afetar o homem
e um grande numero de animais domeésticos e sigedhntretanto, a infeccdo em
humanos ocorre por carater antroponotico (entreanos) ou zoondtico (animal para o
homem ou vice-versa). Objetivou-se no presentedestawvaliar a relacdo entre a
ocorréncia de oocistos deryptosporidiumspp. em peixes-boi marinho$richechus
manatu$ e em funcionarios envolvidos na manutencdo destésais em cativeiro.
Para tanto, foram coletadas amostras de 28 peoieswrinhos e de 21 funcionarios
envolvidos nas diversas atividades relacionadasia@atejo destes animais, sendo estas
amostras processadas a partir da sedimentacao faehwml-éter e o diagnostico
realizado pela técnica de Kinyoun. Apds as analisssamostras positivas foram
submetidas ao Teste de Imunofluorescéncia Direts. r€sultados revelaram a
ocorréncia de oocistos deryptosporidiumsp. em 23,21% (26/112) das amostras de
peixes-boi marinhos, sendo os filhotes os mais atidos. No que concerne aos
funcionérios, os oocistos deste coccidio estivepaasentes em 23,80% (10/42) do
material analisado. A infeccdo p@ryptosporidiumspp. em humanos pode constituir
um caminho para a infeccéo de peixes-boi marintha®nte os cuidados e manejo dos
animais. De maneira semelhante, os animais infestegpresentam implicacdes para a
saude publica.

Palavras-Chave: Sirénios, transmissao, humanos

7.2 Abstract

Cryptosporidiosis is world-wide a zoonosis whiclm edfects man and a wide range of
domestic and wild animals. However the infection hamans occurs by either
anthroponotic (between humans) or zoonotico ((ahimmduman). The objective in the
present study was to verify the relationship betwise occurrence a@ryptosporidium
spp. in Antillean manate€eT(ichechus manatysand the staff involved directly in
captive animal care and management. Samples fromAr@lean manatees and 21
employees involved in the diverse were collected processed by sedimentation by

method employing formol-eter and the diagnosis weoeessed by Kinyon technique.



At the end of the analyzing operations, the posittamples were submitted to the
Direct Immunoflorescence Test. The results showesl dccurrence of oocysts of
Cryptosporidiumspp. in 23,21% (26/112) of the samples from tidill®an manatees,
being the calves the most attempted by the parasiteut the employees, the oocysts
of the coccidian were present in 23,80% (10/42hefanalyzed samples. The infection
of Cryptosporidiumspp. in human may constitute a way to infectionAaitillean
manatees, during the animals care and managenmenhelsame way, the infected
animals may represent serious implications to puidialth.

Keyword: Sirenians, transmission, humans

7.3 Introducéo

Considerando as divergéncias existentes acerca akeondmia do
Cryptosporidium(MORGAN e THOMPSON, 1998; SULAIMAN et al., 1998JA0 et
al., 2002), atualmente 13 espécies sdo aceitas QXA al., 2004), sendo estas
reportadas acometendo 0s répteis, peixes, aves nefenas, incluindo o homem
(O'DONOGHUE, 1995; ALVAREZ-PELLITERO e SITJA-BOBADLA, 2002;
FAYER, 2004).

Entre as espécies deste protozoario, Coyptosporidium parvume o
Cryptosporidium hominiapresentam a maior prevaléncia em humanos (SULAIMA
al., 1998; GONCALVES et al., 2006), sendo estasé@sp também descritas
acometendo os mamiferos aquaticos (DENG et alQ;20@RGAN et al., 2000).

Nestas populagbes de mamiferos aquaticos, os aspegidemiologicos
relacionados a ocorréncia deste agente ainda t@o lesm esclarecidos (DENG et al.,
2000), sobretudo o que diz respeito a origem deveitalacdo, o impacto da infeccéo
na saude destes animais e o papel destas espéar@tham na transmissdo do
Cryptosporidiunpara o homem e outros animais (SANTIM et al., 2005

Foi sugerido por Deng et al. (2000), que algumgzé@es atuam como
reservatorio doCryptosporidiumspp., a exemplo dos lebes-marinhos da California
(Zalophus californianus Além desta observacdo, a contaminacdo de agadshas
por residuos agropecudrios, esgotos, descargds fiE@mbarcacdes, sdo alguns dos
fatores apontados como meio de disseminacdo dast@odeste coccidio aos animais
marinhos (HUGHES-HANKS et al., 2005), havendo padauma grande influéncia de

distarbios e interacfes antropicas.



Estas suposicdes acerca da origem dos transtoossmmais marinhos, foi
colaborada com a identificacdo @ryptosporidium hominiem dugongo ugong
dugon) reforgcando as evidéncias de que a infec¢cédo hupasha desencadear a infeccéo
nestes animais (MORGAN et al., 2000), seja decte#rdn contato entre estes atraves
da rota fecal-oral ou da ingestdo de agua e almsazgntaminados.

Em alguns casos, ap6s a infec¢cdo nos hospedeiragicado coccidio pode
desencadear alteracbes gastroentéricas (HILL etl@®7), acarretando em diversas
manifestacdes clinicas, conforme observado por é¥0mf al. (2005) em peixe-boi
marinho, porém no estudo ndo foram apresentadcectaspinerentes a origem da
infeccdo e dos fatores epidemioldgicos relacionados

Tendo em vista as estratégias de reabilitacdo euteragfio adotadas com os
peixes-boi marinhos, as atividades relacionadas@wejo como alimentacao, limpeza
de piscinas, biometrias, exames clinicos e traagfies, requerem uma interacao direta
dos funcionérios com estes animais, sendo alguestagiexecutadas por um numero
expressivo de pessoas. Estas situacdes despeparara possibilidade do agente estar
sendo veiculado a partir destas ocasides.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo avalieelacdo entre a ocorréncia
de Cryptosporidium spp. em peixes-boi marinhosTrichechus manat)se os

funcionarios envolvidos na manutengéo destes agiemicativeiro.

7.4 Material e Métodos
7.4.1 Coleta de Material Biologico
7.4.1.1 Animais

As atividades foram realizadas no Centro Mamiféxqaaticos/IBAMA-FMA,
localizada na llha de Itamaraca (7° 44’ 52" Sul? 3W' 32" Oeste), Estado de
Pernambuco-Brasil. Neste local, eram mantidos 28p&o0i marinhos, sendo machos
e fémeas, com idade entre uma semana a 43 andssesmais, nove estavam em
piscinas de manutencdo permanente, sendo que ajpanasssuia idade inferior a um
ano de idade. Os demais encontravam-se em piscieaseabilitacdo, onde em
determinados momentos permaneciam individualmenteera grupos de até cinco
individuos, com a faixa etaria compreendida eriltnetes e juvenis.

Para todos os animais eram ofertados capim-agHlaladqule wrighti) e algas

marinhas, sendo acrescentado cenoura e alfaceapanais mantidos nas piscinas de



manutencdo permanente, além de uma formulacdoalgudea os filhotes orfaos.
Entretanto, de acordo com a idade destes aninmisstaatégias de manejo adotadas
eram distintas, a exemplo da quantidade de bioasetealizadas, avaliagfes clinicas e
amamentacao, onde a frequéncia diminuia ao londgerdpo.

Todos os animais foram submetidos a exames chirpoévios, e na ocasido da
biometria procedeu a coleta de fezes. Este proesdornocorreu em quatro ocasides
para cada espécime, em intervalos de 60 diasjzentdb 112 amostras fecais. O
material foi acondicionado em frascos contendoc¢gmwconstituida de alcool, formol,
acido aceético glacial e agua destilada (AFA), derége com o sugerido por Ueno e
Goncalves (1994). Os frascos foram devidamentetifd@dos e encaminhados ao
Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais é3tioos (LDPAD), da

Universidade Federal Rural de Pernambuco.

7.4.1.2 Funcionérios

No intuito de esclarecer os aspectos inerentegptsporidiose, foi ministrada
uma palestra aos funcionarios do CMA/IBAMA-FMA, comovas informacdes
transmitidas a estes durante o periodo das atesjatk acordo com o interesse e as
davidas apresentadas. Posteriormente, contandoacparticipacdo espontanea de 21
destes, foram encaminhadas ao LDPAD 42 amostrassfetrentes a duas coletas de
cada pessoa, realizadas em intervalos de 21 dias.

Na ocasido em que as amostras foram entregues,adeirm informal foi
perguntado aos funciondrios sobre alguma mani@stalfnica compativel & acédo do
coccidio, além disto, foi constatado o enquadramenofissional dos mesmos, onde
corresponderam a tratadores de peixes-boi, mempiés para coleta de capim-agulha,
monitores da qualidade de agua das piscinas, eergerais, estagiarios e medicos
veterinarios. De acordo com as atribuicbes regasric interagcdo destes com o0s
animais apresentavam intensidades distintas, ptodos apresentavam algum tipo de
contato.

7.4.2 Processamento Laboratorial
7.4.2.1 Animais

Inicialmente as amostras fecais provenientes @wmseg-boi marinhos, foram
submetidas a sedimentacado pelo formol-éter conepositonfeccdo dos esfregacos e

coloracao atraves da técnica de Kinyoun (BRASI96)9sendo as amostras positivas



submetidas posteriormente a imunofluorescénciatadicenforme recomendacéo do
fabricante do Kit Merifluot.

Para a identificagdo dos oocistos, nas preparag@i@scoloracédo de Kinyoun
sob leitura com microscopia Optica, considerararassestruturas ovoides ou esféricas
de tamanho compativel a 4-6 um de diametro, quesaptavam coloracédo vermelha e
estruturas internas (LIMA et al., 2004), enquanie ga analise de imunofluorescéncia
direta, consideraram-se as estruturas com tamafdrmato compativeis, na cor verde-
macad, com ou sem estruturas exibindo fluorescéroiaforme Sterling e Arrowood
(1986).

7.4.2.2 Funcionérios

Posteriormente as analises do material provenidose peixes-boi marinhos,
procedeu-se o processamento das amostras fecafsirdngnarios, sendo utilizado o
mesmo método descrito anteriormente para a pestgeSgy/ptosporidiunspp.

Além das técnicas utilizadas para o diagnosticoridosporidiose, as amostras
foram submetidas ao processamento pelo métodm ditlRQUHART et al., 1996),
flutuacédo (WILLIS, 1927; URQUHART et al., 1996) edsmentacdo (WATANABE et
al., 1953; SLOSS et al., 1999), no intuito de seliado a presenca de outros agentes
parasitarios.

7.4.3 Andlise Estatistica

Para avaliar a possibilidade de existir correlagdime a idade dos animais e a
ocorréncia da infeccdo pQryptosporidiumspp. nos peixes-boi marinhos, foi utilizado
o teste de Sperman (CALLEGARI-JACQUES, 2003), dipdos dados ordenados. De
modo semelhante, para avaliar a correlacdo engrawde exposi¢do dos funcionérios
aos peixes-boi marinhos e a ocorréncia da infeggoCryptosporidiumspp. foi

utilizado o teste de Spearman (p < 0,05).

7.5 Resultados e Discussao
Com base no material fecal proveniente dos peigesnabarinhos, foram
observados pelo método de Kinyoun, oocistosCdgptosporidiumspp. em 23,21%

(26/112) das amostras analisadas, sendo estasrncadéis pelo teste de

% Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio



imunofluorescéncia direta. Estes resultados foraferentes a 46,42% (13/28) dos
peixes-boi marinhos avaliados e de acordo comxa ftiaria dos animais estudados, os
filhotes mostraram-se mais susceptiveis a infe@go agente (Tabela 1). Entre os
animais com diagnostico positivo, foi observado da8®2 % (10/13) apresentaram ao
longo do periodo de coleta das amostras fecaigmaggnal clinico sugestivo a acédo do
agente, tais como quadros de diarréia, desconfdrttominal, aumento do intervalo

respiratorio, letargia e emagrecimento.

Tabela 1. Frequiéncia absoluta e relativa de pdigesiarinhos infectados por

Cryptosporidiunspp. nas diferentes faixas etarias

Faixa Etaria Numerode FA FR (%) Animais com

Animais Cryptosporidun{%)
Adulto 8 3 23,07 37,50 (03/08)
Juvenis 6 2 15,39 33,33 (02/06)
Filhotes 14 8 61,54 57,14 (08/14)
Total 28 13 100 -

FA (Freqiiéncia Absoluta); FR (Frequéncia Relativa)

A frequéncia encontrada da infeccao @yptosporidiumspp. em peixes-boi
marinhos cativos, representa um valor expressigbresudo pela facilidade em ser
disseminada aos demais animais, constituindo assimo um risco eminente a saude
dos demais espécimes cativos.

Em decorréncia da auséncia de estudos semelhanésenvlvidos
anteriormente com esta espécie, de maneira a pibasiavaliacdbes comparativas foi
utilizado como base, as pesquisas realizadas cdrosomnamiferos aquaticos. Desta
forma, o resultado inerente a infeccdo oyptosporidiumconstatado neste estudo,
apresentou-se ligeiramente acima da média encanttath outras espécies, sendo
relatado a prevaléncia de 11% em elefante-mariohoodte Mirounga angustirostris
e foca-comum Rhoca vituling, 50% em leGes-marinhos da Califérnia (DENG et al.
2000), 5,1% em baleia da Groenlandgal@ena mysticet)s22,6% em foca-anelada
(Phoca hispidae 24,5% em baleia-franca do nor®jbalaena glacialiSHUGHES-
HANKS et al., 2005).

A frequéncia da infeccao p@ryptosporidiumspp. entre os filhotes de peixes-

boi marinhos, diferem das constatacdes observagiagiypghes-Hanks et al. (2005),



onde relataram que em populacdes de foca-anelfadgazetaria mais acometida foi de
individuos com idade superior a sete anos. Enttaem diversas espécies de
mamiferos terrestres, a prevaléncia da criptosjpgedtem sido maior em filhotes,
assim como a apresentacdo de sinais clinicos reaeyas (SIMPSON et al.,1988;
DUBEY et al., 1990; O'DONOGHUE, 1995; PENA et d997; FUENTE et al., 1999).

Em analogia a ocorréncia deryptosporidiumspp. em bezerros, a maior
susceptibilidade destes foi atribuida a presencaindeccbes concomitante, a
imaturidade do sistema imune e ainda aos fatodesioeados ao manejo, como a
interacdo direta entre 0s animais, a alta densidagénstalacdes, a qualidade da agua e
os alimentos ofertados (MALDONADO-CAMARGO et al.998; BECHER et al.,
2004). Colaborando com estas informacdes, foi slgg@or Borges et al. (2006) que a
infeccdo de peixe-boi marinho pode ser resultartecahtaminacdo dos ambientes
costeiros, a oferta de itens alimentares, a maaggol de alimentos por tratadores e o
contato direto destes com 0s animais.

Desta forma, estas constatacdes justificam a iateegn filhotes de peixes-boi
marinhos provenientes do “habitat” natural e atesit@ mantidos em processo de
reabilitacdo, onde imediatamente apés as atividddassgate de quatro espécimes foi
possivel coletar e analisar amostras fecais amt&gsiserem encaminhados as piscinas
de reabilitacdo, sendo realizadas posteriormeétednletas seguintes, com intervalos
de 60 dias. Inicialmente todas as amostras apegaemtos primeiros resultados
negativos, posteriormente dois animais apresentaranfeccdo a partir do terceiro
exame e os dois outros individuos, somente foindisicado o agente na quarta analise.
Sendo assim, a infecgédo destes animais foi reladeba fatores ligados ao manejo.

Com isto, além da possibilidade de veiculacdo awsstos para estes animais
através da agua e alimentos contaminados, acsaligde o contato destes com
humanos, sobretudo os funcionarios envolvidos noejoa pode ter constituido como
meio importante de veiculacdo do agente, em dewwaédas praticas de higiene
inadequada.

Para avaliar a influéncia das atividades de manem peixes-boi marinhos,
foram agrupados os espécimes em processo de teginli (compreendendo as
categorias de idade de filhotes e juvenis), enudertda semelhanca da rotina adotada,
no que diz respeito a alimentacdo, caracteristiaagiscinas, contato com tratadores e
técnicos. Nesta analise foi utilizada a frequérd@abiometrias, como indicador da

intensidade de manejo (Tabela 2).



Tabela 2. Freqiéncia de biometrias e infecgcaddQugptosporidiumspp. em peixes-boi

marinhos em reabilitacéo

Idade dos Frequéncia das Numero Total de Infeccéo por
Animais biometrias biometrias no periodo Cryptosporidiunspp.
1 més Semanal 4 0% (00/08)
2 — 3 meses Quinzenal 4 25% (02/08)
4 — 12 meses Mensal 9 50% (04/08)
13 — 36 meses Bimestral 12 70% (07/10)

O teste estatistico de Sperman indicou a exist@&ec@rrelacdo negativa entre a
frequéncia do manejo e o porcentual da infeccaGrgptosporidium spp. nos peixes-
boi marinhos em processo de reabilitagao (r = 8699 = < 0,001). Neste sentido, no
transcorrer do processo de reabilitagdo, quantereiexposicdo dos animais ao
manejo, de forma diretamente proporcional foi om#® a infeccdo pelo
Cryptosporidiunmspp.

No Brasil, entre as atividades conservacionistasbemeficio dos peixes-boi
marinhos, vém sendo realizada de forma bem intead® a reintroducdo de espécimes
apos o processo de reabilitacdo (LIMA e ALVITE, @)(porém a partir da ocorréncia
de Cryptosporidium spp. acometendo alguns animais, desperta pardasoss rdo
coccidio ser disseminado para as populacdes natieasforme observado na
transmissao de outros patdogenos em diversas espEtimais (MARINI e FILHO,
2006).

No que concerne aos funcionarios, de acordo conordologia, coloragdo e
tamanho, oocistos déryptosporidiumspp. foram observados em 23,80% (10/42) do
material analisado, através do método de Kinyosmbenetido a confirmacao pelo teste
de imunofluorescéncia direta.

Com base nas atividades desenvolvidas, os trasdapresentaram o maior
porcentual de pessoas com a infeccdo pelo cocoddime as categorias analisadas
(Tabela 3).



Tabela 3. Grau de Exposicdo e Frequéncia da Irdaugé diferentes enquadramentos
profissionais de funcionérios envolvidos nas atidies de manejo dos peixes-boi

marinhos cativos

Enquadramento Graude Numerode FA FR (%) Funcionarios com
Funcional Exposicdo Funcionarios Cryptosporidium(%)

Tratadores Alta 4 4 40 100
Mergulhadores Baixa 3 1 10 33,34
Monitores da Alta 4 - - -
Qualidade de
H.O
Servigos Gerais Baixa 5 4 40 80
Estagiarios Baixa 3 - - -
Veterinarios Média 2 1 10 50
Total - 21 10 100 -

Baixa (até 15h/més); Média (16-80h/més); Alta (acae 80h/més)

FA (Freqiiéncia Absoluta); FR (Frequiéncia Relativa)

Foi constatado ainda, a presenca de outros agguaessitarios como
Ancylostomasp. e/ouAscaris lumbricoideem 33,34% (14/42) das amostras analisadas,
onde a associacao destes com 0s oocist@yeosporidiumspp. ocorreu em 7,14%
(03/42) das ocasides. Entre as informacdes obtidas funcionarios, em nenhuma
ocasiao foi mencionado algum tipo de manifestatiicca que pudesse ser relacionada
a acao do agente.

De acordo com Morgan et al. (2000), ap6s identifiea ocorréncia de
Cryptosporidium hominigm dugongos, evidenciaram que outros mamiferoatiaqs
também podem infectar-se e constituir como resé@negatpara a criptosporidiose
humana, o que torna um fator de preocupacao, amgasieste coccidio em peixes-boi
marinhos.

O resultado da analise de correlacéo utilizandeste de Sperman indicou que
nao houve correcdo entre o grau de exposicdo dudgoharios aos animais e a
ocorréncia deCryptosporidiumspp. (rs = 0,4058; t = 0,8881; p = 0,4246). Porém
mesmo ndo sendo evidenciado pelas analises a@sgatisixistir esta correlacdo, em
virtude das atribuicdes relacionadas no manejgpegoses-boi marinhos, que acarretam

em alta exposicao dos tratadores a estes aninuais, jpstificar a presenca da infeccao



em todos os funcionarios deste enquadramento piaiel. Relacdo semelhante foi
descrita por Fayer e Ungar (1986) e Levine et1888) ao atribuirem a infeccdo em
estudantes de veterinaria e tratadores, ao proean&hto com animais infectados.

No entanto é valido destacar que mesmo apresentalbal contato com o0s
peixes-boi e ainda com os residuos fecais, dumastprocedimentos de limpeza das
piscinas, ndo foi observado a infeccdo nos morstate qualidade de agua. Em
contrapartida, o alto porcentual da infec¢do nositinérios de servigos gerais, mesmo
com a baixa exposicdo requerida a estes ao coobabtoos animais, demonstra que
outros fatores além do contato com os animais patksancadear a infeccéo. Este fato
ficou evidente apOs avaliar as amostras fecaisepientes de um funcionario desta
dltima categoria mencionada, onde o mesmo recémessgva na Instituicdo, nao
havendo apresentado nenhum tipo de contato antenmoros peixes-boi, no entanto ja
apresentava a infeccéo pelo coccidio.

Ao término das atividades laboratoriais, foi reeontado a busca por servigos
médicos especializados aos funcionarios que apeesem a infeccdo pelo
Cryptosporidium spp., nho entanto somente a ado¢cdo de protocolapéigicos
prescritos ndo serdo eficientes, haja visto, armiséle informacdo prévia sobre a
criptosporidiose humana, bem como fatores reladosiana disseminacdo e controle
por boa parte dos envolvidos. Além disto, a asgsé@ciado Cryptosporidiumspp. a
outros agentes parasitarios pode representar ¢idgsanas medidas de higiene pessoal
adotadas por estes.

Sendo assim, torna-se oportuno a realizagdo deesxaonstantes em todos 0s
funcionarios que apresentem qualquer tipo de cmrdatn os animais, bem como a
elaboracdo de novas atividades de carater informatbbre a criptosporidiose, com
abordagens especificas aos diferentes perfis dofsgonais envolvidos. Através
destes conhecimentos adquiridos por parte de toglfgncionarios envolvidos, havera
a possibilidade de consolidar a adocdo de medidas fgvorecam no controle e
disseminacdo d&ryptosporidium seja através da higiene pessoal ou nos cuidados

relacionados aos animais.



7.6 Conclusodes

A presenca de humanos com a infeccdo @oyptosporidium spp. pode
constituir como meio de veiculacdo dos oocistos @@ses-boi marinhos, através do
contato realizado nas atividades de manejo. De insarsemelhante, os animais
infectados representam implicagbes para a saudécgulpois podem disseminar
oocistos e vir a desencadear a infec¢do nos fuadas) constituindo assim, como um

novo reservatorio para este agente.
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8. CRIPTOSPORIDIOSE: UMA AMEACA A CONSERVACAO DOS
MAMIFEROS AQUATICOS NO BRASIL

8.1 Resumo

A criptosporidiose é uma doenca parasitaria emégggne vem sendo relatada em
diversas espécies de mamiferos, incluindo os amsatiEsta revisdo trata da
epidemiologia da infeccdo p@ryptosporidiumspp. em mamiferos aquaticos. A idade
dos animais, dose infectante e o estado imunolqmpdem influenciar na apresentacao
clinica, e quando associados a outros patdgenos [Ewr o animal a Obito. A
contaminagdo dos recursos hidricos constitui umpdosipais meios de disseminacéo
do parasito, que foi identificado por diferentesniéas de andlise. A adequacdo das
estruturas de saneamento, utilizacdo de métodagpragumios para a inativacdo dos
oocistos e garantia das normas de higiene pessaatittiem algumas das maneiras
recomendadas para minimizar a disseminacagGrgptosporidiumentre os mamiferos
aquaticos.

Palavras-Chave: Mamiferos aquaticos, zoonosgtosporidium

8.2 Abstract

The cryptosporidiosis is an emerging parasitic aisethat has been related in several
mammal species, including the aquatic ones. Thitewe covers the epidemiology
infection in aquatic mammals. The age of the aniin&cting dose and immunological
state can influence on the clinical presentationg ahen associated with other
pathogen, can lead the animal to death. The contdion of water supply is one of the
major ways of the pathogen dissemination, which Wwesg identified by different
techniques of laboratorial analysis. The adequdcgaaitation structures, the use of
appropriate method to inactivate the oocysts amdassurance of personal hygiene
norms are some of the recommended way to minimize dissemination of
Cryptosporidiumamong aquatic mammals.

Keywords: Aquatic mammals, zoonosi¥yptosporidium



8.3 Introducéo

Segundo o Plano de Acao para Mamiferos Aquati@&sMA, 2001), existem
50 espécies presentes em aguas brasileiras, s&n@ztaceos, sete Pinipedes, dois
Mustelideos e dois Sirénios. A distribuicdo desteisnais é de extrema abrangéncia,
visto que as espécies marinhas ocorrem de form#noamos 8.000 quildmetros (Km)
de litoral, podendo ainda ser comumente encontradogstuérios, baias e bocas dos
rios destas regides litoraneas (FLORES, 1999; IBAKA05), enquanto que as fluviais
sdo encontradas na maioria dos principais riog@slde aguas interiores (DA SILVA,
1984; ROSAS, 1991; BEST, 1993; DA SILVA & MARTIMQR0; CIMARDI, 1996).

Estas espécies estdo sujeitas aos diversos fatpresameacam as suas
populacdes, dentre estes: o trafego de embarcéCAMARA & PALAZZO JUNIOR,
1984, PEREZ, 2003; SIMOES-LOPES, 2005), mortalidacidental em rede de pesca
(DI BENEDITTO, 2004), atividades petroliferas (PAREE & ARAUJO, 2005),
degradacdo e contaminacdo dos ambientes costedesdguas interiores (ROSAS &
LETHI, 1996), caca intencional (LIMA, 1997; LUNAQR1) e a ocorréncia de diversos
agentes etiologicos, tais como virus (RECTOR et24l04), bactérias (VERGARA-
PARENTE et al., 2003) e protozoarios (DUBEY et 2003).

Entre as manifestacdes ocasionadas por protosp&iariptosporidiose vem
sendo considerada como uma doenca emergente, mipat(@XIAO et al., 1998) e de
distribuicdo cosmopolita (CURRENT, 1983), além gecaentar um carater zoonotico
(FAYER et al., 2004).

Estudos filogenéticos vém sendo realizados paov@rupos de pesquisadores,
porém ainda ha divergéncias quanto a taxonomi@rgiptosporidium De acordo com
Xiao et al. (2004), 13 espécies e alguns tipos deoétipos foram identificados
acometendo aves, répteis, peixes (LEVINE, 1984; AREZ-PELLITERO & SITJA-
BOBADILLA, 2002) e aproximadamente 150 hospedeimamiferos, incluindo o
homem (FAYER et al., 2000; XIAO et al., 2004).

A auséncia de maiores informacdes soBrgptosporidiumspp. acometendo
estes animais, dificulta as Instituicbes que manéSmecimes cativos na adocdo de
estratégias de manejo que minimizem e/ou eliminenoaxistos deste coccidio, bem
como o melhor entendimento dos aspectos sanitdegtes animais de vida livre.

Este trabalho teve como objetivo revisar os fatemdemioldgicos relacionados

a infeccao poCryptosporidiunspp. em mamiferos aquaticos.



8.4 Agente Etiologico

O géneroCryptosporidiumé classificado como um eucarionte pertencente ao
Filo Apicomplexa (LEVINE, 1984). Este protozodrim £ncontrado pela primeira vez
em 1907, em glandulas gastricas de camundongog skmbminaddryptosporidium
muris e posteriormente, em 1912, no intestino desta mespécie, sendo identificado
comoC. parvum(TYZZER, 1912). Porém, somente ap0s o primeiréosacometendo
aves domésticas em 1950 (SALVIN, 1955) e, sobreaplis os relatos em humanos
(LABERGE et al., 1996) foi que este agente passeeargesquisado de maneira mais
efetiva.

O Cryptosporidiumspp. € um parasita entérico e desenvolve-se rnéliepia
mucosa intestinal ou géstrica de diversos vertasradiferindo morfologicamente de
todos os outros géneros da subordem Eimeriina,gdoi®sféricos ou ovoides, medindo
de 3 a 8 um de diametro e possuem internamenteogesporozoitos (BUTLER &
MAYFIELD, 1996).

De acordo com Xiao et al. (2004) atualmente 13 a@spédo género
Cryptosporidiumsao descritas, das quais tr€ fiominis C. murise C. parvun) ja
foram diagnosticadas entre os mamiferos aquatM@RGAN et al., 2000; DENG et
al., 2000; SANTIN et al., 2005).

8.5 Ciclo Bioldgico

De acordo com as constatacdes nos diferentes hospedicometidos pelo
Cryptosporidium spp., ocorre um ciclo monoxeno, com seis estagues
desenvolvimento no organismo, a saber: excistagierogonia, gametogonia,
fertilizacdo, formacéo da parede do oocisto e egmoria (GELLIN & SOAVE, 1992;
DONNELLY & STENTIFORD, 1997; SMITH & ROSE, 1998).

No transcorrer destes estagios, dois tipos de tosc&fio formados, sendo um
destes de parede espessa, eliminados nas fezeistentes as condicdes ambientais,
sendo responsavel pela transmissédo do parasit@pis animais; e aqueles de parede
delgada, os quais rompem-se no hospedeiro e libesporozoitos que invadem células
epiteliais ndo infectadas, responsaveis por adézgdes (SMITH, 1993;
O’'DONOGHUE, 1995; XIAO et al., 2004).

A liberacdo de oocistos presentes nas fezes dqmedeisos infectados pode

acarretar na contaminacdo de aguas superficiaigeservatorios (SMITH, 1993;



MULLER, 1999; MACHADO, 2006), os quais tém sido sabecidos como maiores
veiculadores do organismo pela possibilidade deg@atium imenso contingente de
hospedeiros (LABERGE et al., 1996), incluindo aeréntes espécies de mamiferos

aquaticos (Figura 1).

Organismos
aquaticos
susceptiveis a

infecgéo Ingestéo de oocistos de

Cryptosporidiunspp

AN

Contaminagéo de aguas

superficiais Atrofia de
por oocistos de En 2y | microvilosidades
Cryptosporidiumspp Wi intestinais

oocistos ao ambiente

Figura 1: Ciclo de vida d@ryptosporidiumspp.

8.6 Ocorréncia deCryptosporidium spp. em Mamiferos Aquaticos

De acordo com Hughes-Hanks et al. (2005) diverssjysas vém sendo
desenvolvidas nos ecossistemas terrestres, porastuwdos e informacdes de agentes
parasitarios nos ambientes marinhos ainda saoideduZvidéncias recentes indicaram
a presenca d@ryptosporidiumspp. infectando uma variedade de organismos agsati
entre estes moluscos e mariscos (FAYER et al., )208dxilhdo (TAMBURRINI &
POZIO, 1999) e ostras (FREIRE-SANTOS et al., 2000).

O primeiro relato deste coccidio acometendo maosfeaquaticos foi em

dugongo Dugong dugoj) na Australia, onde tratava-se de um espécimesado de



debilidade acentuada, o qual foi eutanasiado eeposhente submetido a exames
“post-morterh (HILL et al., 1997). Posteriormente foram realias andlises
histologicas deste animal, sendo identificado &gwea deCryptosporidium hominis
(MORGAN et al., 2000).

Com o despertar para 0s riscos inerentes a presdaste protozoario
acometendo os mamiferos aquaticos, os esforgcosvdstigacdo foram ampliados em
diversos paises. Deng et al. (2000) detectarane @strpinipedes, a presenca @e
parvum em ledes-marinhos da Californi@ajophus californiands enquanto que
Hughes-Hanks et al. (2005) relataram a presenc@rgetosporidiumspp. em foca-
anelada Phoca hispidp sendo verificada ainda por estes mesmos pesipuess a
presenca deste coccidio acometendo duas espéaietideos, a baleia-da-Groenlandia
(Balaena mysticet)® baleia-franca do nort&balaena glacialis

Entre os Sirénios, além da infeccdo em dugongoalmente descrita, a
presenca deCryptosporidium spp. também foi relatada em peixes-boi marinhos
mantidos cativos no ambiente natural e em ocean@dMARCONDES et al., 2002,
BORGES et al., 2005), bem como em peixes-boi amea®i(BORGES et al., 2006).

8.7 Transmisséo

O Cryptosporidiumspp. pode ser transmitido de varias formas, sests entre
humanos, destes para 0s animais e vice-versa, aningais ou através da agua e
alimentos contaminados por fezes animal ou hunmssrajo 0s oocistos ja eliminados
na forma infectante (BARALDI et al., 1999; FAYERadt, 2004).

Foi constatada a presenca de oocisto€yptosporidiumspp. em rios, lagos,
estuarios e aguas oceanicas (GRACZYK et al., 1IMBIRGAN et al., 2000; FAYER
et al., 2002; FAYER et al.,, 2004), acarretando e&uwacdo entre os mamiferos
aquéticos, sendo observada a presenca deste agentdocas, decorrente da
contaminacéao fecal de aguas marinhas (OLSON &Qf14).

No que concerne a presenca de mamiferos aquati@odos em cativeiro no
Brasil, surge a preocupacao frente a qualidadegda ée piscinas e oceanarios, haja
visto, que em virtude das caracteristicas dos tms;isnesmo com o tratamento a base
de cloro utilizado em alguns parques, este ageamterfcontrado (CAUSER et al.,
2006).



Além disto, a oferta de diferentes itens alimerstasmmo legumes, verduras,
frutas, algas marinhas, fanerégamas e peixes padiversas espécies de mamiferos
aquéticos cativos, podem constituir como fontendieccdo, pois em diversas pesquisas,
vem sendo relatada a veiculacdo de oocistoChgtosporidiumatravés de tais
alimentos, seja decorrente da contaminacdo em l©gano ou ap0s 0 processo de
manipulacdo (MONGE & ARIAS, 1996; ORTEGA et al. 919.

8.8 Sinais Clinicos

Entre os mamiferos aquaticos, boa parte dos raf@tGsyptosporidiumspp. foi
proveniente de material coletado de animais em Muda (BORGES et al., 2006) ou
“post-morterh (HUGHES-HANKS et al., 2005), desta forma, o numde constatacdes
no que diz respeito as manifestacfes clinicas s\etpécies, ainda € escasso. No
entanto, Hill et al. (1997) observaram em um dugorsgnais de anorexia, acentuada
letargia com natacdo lenta em &guas rasas, setelarémal considerado em estagio
terminal. Constatacbes semelhantes foram relatpdasBorges et al. (2005) ao
observarem em um peixe-boi marinho a perda de pésoéia, desconforto abdominal
e letargia.

Os sinais clinicos presentes nas duas espéciggéleos, sdo semelhantes aos
transtornos descritos em outros mamiferos terggsties quais foram observados
quadros de diarréia aquosa, anorexia, perda de gesss abdominais e desidratacao
(LALLO, 1996). Na dependéncia de fatores como aleddos animais e 0 estado
imunolégico do hospedeiro, a infeccdo pode varearsdbclinica a severa, sendo o0s
animais jovens geralmente mais susceptiveis agatecom manifestacbes mais severa
da doenca (LALLO, 1996). Olson et al. (2004) menaram a susceptibilidade de focas
infectadas pelo coccidio a inani¢do, predagéo &/@dquirir outros agentes, sendo estas
observaces pertinentes aos demais mamiferos eapiati

Contudo vale ressaltar que, durante estudos ezvdvas populacdes de peixes-
boi marinhos e amazdnicos no Brasil (BORGES et28l06), nem todos os animais
diagnosticados com a infeccdo p@ryptosporidiumspp., possuia evidéncias de

manifestacdes clinicas, o que sugere a presentasaesno portadores assintomaticos.



8.9 Diagnostico

De acordo com Vasquez et al. (1986), ndo existeiomdade para recomendar
uma técnica como sendo a melhor no diagndéstico rigiosporidiose, porém vale
ressaltar, que inameros métodos vém sendo utilizado diversas espécies terrestres,
tais como flutuacdo centrifugada em solucdo acdeade Sheather, coloracdo por
safranina azul de metileno (MUNDIM et al., 1995)ramine-fenol (CASEMORE et
al., 1984), ELISA (ROBERT et al., 1990), os quaisibém podem ser empregados em
mamiferos aquaticos, de maneira a avaliar su@&nti@.

Em estudos direcionados aos hospedeiros aquatieognalise das amostras
fecais de peixes-boi marinhos e amazoénicos, fdizatia a técnica de sedimentacéo
pelo formol-éter com posterior confeccado dos esffeg, sendo a coloragdo de Ziehl-
Neelsen modificada (HENRIKSEN & POHLENZ, 1981) @da por Marcondes et al.
(2002) e o0 método de Kinyon (BRASIL, 1996) empregadr Borges et al. (2006).
Além destas, a coloracdo pelo 4'6’-Diamidino-2-Bliieriole (DAPI) foi utilizado para
confirmar o diagnostico déryptosporidiumnos peixes-boi marinhos (BORGES et al.,
2005).

Entre as pesquisas realizadas em mamiferos aguatcomunofluorescéncia
direta foi a técnica utilizada com a maior freqi@rn©OLSON et al., 1997; FAYER et
al., 2005). Contudo, conforme ja constatado emypsag com mamiferos terrestres, o
diagndstico de criptosporidiose pela microscopidudedemanda tempo e experiéncia
do investigador para identificar de maneira preosaocistos (LALLO & BONDAN,
2006; DALL'OLIO & FRANCO, 2004).

Desta forma, métodos de deteccdo com maior skdad® vém aos poucos
sendo empregados, dentre eles a reacdo em cadaidirdarase (PCR) conforme a sua
utilizacdo em dugongo (MORGAN et al., 2000) e gdi6-fliper (FAYER et al., 2005),
sendo salientado a importancia desta técnica enuigas com mamiferos aquaticos
(HUGHES-HANKS et al., 2005), de maneira a estalelema possivel relagdo com a

saude publica.

8.10 Tratamento
Até o presente, nenhum protocolo terapéutico facd® na utilizacdo de
infeccdes deCryptosporidiumspp. em mamiferos aquaticos. No entanto, os aekadt

mais expressivos entre os mamiferos terrestremmf@alicancados através da utilizacao



do paramomicina e o nitazoxanide, sendo o prim@moantimicrobiano que reduz a
excrecdo de oocistos (STEINER et al., 1997) enquapte o segundo tem acéo
antiprotozoaria (ABAZA et al., 1998).

Além destes farmacos, a reposicdo eletrolitica esuporte nutricional séo
recomendados como parte do tratamento (CAREY et2@D4), com possibilidades
ainda de estratégias terapéuticas promissoras emiilizacdo do colostro bovino
hiperimune antc. parvum(ABREU et al., 2003).

8.11 Medidas de Prevencéao e Controle

Considerado um coccidio resistente (CAREY et abl0Q42, os oocistos de
Cryptosporidiumspp. apresentam caracteristicas que favorecera eapitla dispersao
no ambiente, tais como a capacidade de suportei@dos desinfetantes comumente
utilizados (formoldeido, fenol, etanol, lisol), agsibilidade de atravessar determinados
sistemas de filtragdo de agua em decorréncia dtasgnho reduzido, a capacidade de
flutuar, a permanéncia no ambiente durante algisaagmnas ou meses e a tolerancia
em determinadas temperaturas e salinidade (FAYER,&004).

Em virtude da abrangéncia do ambiente aquaticd@abBaampla distribuicdo das
diferentes espécies presentes em aguas brasil@iraam as medidas de controle do
Cryptosporidium limitadas. Sendo assim, para minimizar 0s riscosreimes a
disseminacdo da criptosporidiose entre as popwagéenamiferos aquaticos de vida
livre, torna-se de fundamental importancia o cdateombiental, através da adocéo de
praticas agricolas para prevenir a poluicdo depisexcretas de animais (GRACZYK
et al., 2000), bem como o incentivo a adequacédoedasituras de saneamento, a
protecdo dos mananciais, educacdo e orientaca® sidmcargas de residuos por
embarcacdes durante atividades nauticas.

No que concerne as medidas de controle dos mamiégoéticos cativos, de
maneira a minimizar ou eliminar os riscos inerergeslisseminacdo do coccidio,
diversas pesquisas devem ser adotadas. A ausénametddos de tratamento da agua
em grande parte das Instituicbes onde sdo mangdtes animais, bem como as
limitacOes da cloracdo utilizadas no tratamento glgumas Instituicbes, aumenta 0s
riscos através da transmissdo hidrica. Sendo assitre os métodos de inativacdo
recomendado, verifica-se a necessidade de aval@g@&iante no sistema de filtracao,

bem como a utilizacdo do o0z6nio ou a instalacdoute sistema ultravioleta nos



oceanarios e piscinas (CLANCY et al., 2000; KANJCak, 2000; CAUSER et al.,
2006). Aléem das medidas citadas, deve-se aindareaitpresenca dos oocistos nos
alimentos ofertados e incentivar normas de higmssoal entre os tratadores e técnicos

envolvidos na manejo dos animais.

8.12 Repercussao na Saude Publica

A contaminacéo de oocistos @e parvume C. hominisem aguas superficiais ou
de abastecimento publico, assume um papel impertamtomprometimento ambiental
e na saude publica (CAREY et al., 2004), haja vigte inUmeros casos ja foram
registrados em diferentes paises (FUENTE et aB9;12AUBACH et al., 2004),
inclusive no Brasil (BARALDI et al., 1999; HELLER al., 2004).

Alguns estudos revelaram a diversidade genétic&ryptosporidiumspp., e
sugerem que a adaptacdo no hospedeiro e a relaspedeiro-parasita co-evoluiram
contribuindo para a quantidade da heterogeneidadétiga deste coccidio (XIAO et
al., 2002).

Desta maneira, apdés as constatacbes de Morgan. gR20f0), onde foi
identificado a presenca deryptosporidium hominicometendo dugongo, desperta a
atencdo para a possibilidade destes animais atuaoera reservatérios do coccidio, e
segundo Hughes-Hanks et al. (2005) estes achadesesu uma antropozoonose. De
acordo com Buck & Schroeder (1990), a ocorrénciazoenoses provenientes dos
mamiferos aquaticos ndo é novidade, porém somastéltimas décadas comecgou-se a
apreciar o potencial para a transmissao de do@lesass animais para o homem.

Antigamente, grande parte das pessoas que contdantas decorrentes da
interacdo com mamiferos aquaticos pertenciam alagpes isoladas de cacadores,
porém atualmente os hospedeiros humanos destassesprem muitas ocasides sao
profissionais ligados a centros de reabilitacdmoeanarios, os quais sdo diariamente
expostos ao risco de infeccdo (BUCK & SCHROEDER®)9

Segundo Borges et al. (2006) a presenc@rgptosporidiumspp. em peixes-boi
amazonicos, representa um risco direto para alplidade de disseminacdo do agente
para outros peixes-boi, para as demais espéciesitidizam os recursos hidricos da
regido e para a populagdo humana, seja em momeatoscreacdo ou pelo consumo

inadequado da agua.



8.13 Consideracoes Finais

As normas para manutencdo de mamiferos aquéticBsasd sdo descritas pela
Instrucdo Normativa (IN) N° 3, de 8 de fevereiro 2802, elaborada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NatueaRenovaveis (IBAMA), onde
estabelece a necessidade da avaliacdo dos pararfisicto-quimico e microbiologico
da agua dos recintos. Diante da possibilidade eilag&o hidrica d&€ryptosporidium
spp., torna-se oportuno, incluir a pesquisa desiecidio entre as diretrizes
recomendadas por esta normativa.

Muitos estudos epidemiologicos vém sendo deserdadviocando diferentes
espécies de mamiferos terrestres, no entanto p@sfos;os de investigacdo tém sido
direcionados para estudar populacbes de mamifeqoatieos. A possibilidade de
ocorréncia deCryptosporidiumspp. sem manifestacdes clinicas evidentes, refarca
necessidade de monitoramento constante destasagdpsl através da realizacdo de
exames laboratoriais, sobretudo em populacdesasatpois a adocdo de medidas de
controle do agente favorecera a reabilitacdo e teap&o destes espécimes, além de
evitar a disseminacao dos oocistos para o0 ambardges de animais destinados aos
programas de reintroducéo.

A presenca deste parasito nos mananciais aqupicds,ser considerada como
um indicador da qualidade ambiental, gerando sidssidara apontar os impactos
negativos da infeccdo humana ou animal, para aagdatica.

No intuito de elucidar fatores epidemioldgicos,rgeu a necessidade de
caracterizagdo genética do agente, de maneiraifcatlese existe uma especificidade
de hospedeiros aquaticos ou trata-se de oocistaclktdio provenientes de outras
espécies terrestres, atraveés das diversas fontdisslminacao, pois somente algumas
variantes destes protozodrio desencadeiam a imfeec@presentam um potencial

zoondtico de transmissao.
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9. CONCLUSOES GERAIS

A) Esta é a primeira ocorréncia @ryptosporidiumspp. acometendo os peixes-bois

marinhos Trichechus manatyisnantidos em oceanarios;

B) A presenca do animal infectado com outros pebascativos pode favorecer a
disseminagcdo desta enfermidade, o que torna oporturrealizacdo de exames

laboratoriais em todos 0s animais cativos, comenu sinais clinicos;

C) Este fato representa riscos para a saude pjbigta a rotina de manejo existente
dos peixes-boi cativos executadas pela equipecentiratadores;

D) Este é o primeiro relato d€ryptosporidiumspp. acometendo 0s peixes-boi
amazonicosTrichechus inungujse sua constatacao constitui uma maneira inditeta

avaliar a qualidade dos recursos hidricos e o gmehto com a saude publica;

D) A infeccdo porCryptosporidiumspp. foi constatada em peixes-boi amazbnicos e
peixes-boi marinhos, sendo observado que o0s aniozigos desta Ultima espécie
apresentam grande possibilidade de infectar-seqoelcidio e posteriormente eliminar

oocistos, acarretando na disseminacao da enfergidad

F) O caréater zoonético da criptosporidiose assocand achados deste trabalho aponta
para uma necessidade de novos esforgos de inwEgijgaisando avaliar os aspectos

epidemioldgicos envolvidos na disseminacéo destsjie;

G) A presenca dos oocistos @eyptosporidiumspp. no ponto de captacao (praia)
representa o primeiro relato deste coccidio emsmainhas costeiras no Brasil;

H) Os peixes-boi marinhos mantidos em cativeir@oairam-se expostos ao risco de
infeccdo, tendo em vista, a contaminacao@uyptosporidiumspp. em sua origem, ou
seja, nas areas marinhas costeiras onde vem sealitado a captacdo da agua que
abastece as piscinas;



[) Os métodos de tratamento fisico-quimico emprega agua das piscinas destinadas
a manutencdo dos peixes-boi marinhos, ndo séo adesjypara promover a remocao

e/ou inativacdo dos oocistos @eyptosporidiunspp.

J) A presenca de humanos com a infeccaoCpgptosporidiumspp. pode constituir

como meio de veiculagdo dos oocistos aos peixesrawinhos, através do contato
realizado nas atividades de manejo. De maneira lsante, os animais infectados
representam implicacées para a saude publica,ppoiem disseminar oocistos e vir a
desencadear a infeccdo nos funcionarios, congtiiuiassim, como um novo

reservatorio para este agente.



