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Resumo

A criptosporidiose ¢ considerada mundialmente uma zoonose que pode afetar o homem e um grande
numero de animais domésticos e silvestres. Entretanto, a infec¢do em humanos ocorre por carater
antroponético (entre humanos) ou zoonético (anirnal para o homem ou vice-versa). Objetivou se, no
presente estudo, avaliar a relagdo entre a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidinm spp. em peixes-boi
marinhos (Trichechus manatus) e em funcionarios envolvidos na manutenc¢ao destes animais em cativeiro.
Para tanto, foram coletadas amostras de 28 peixes-boi marinhos e de 21 funcionarios envolvidos nas
diversas atividades relacionadas ao manejo destes animais, sendo estas amostras processadas a partir da
sedimentacao pelo formol-éter e o diagnostico realizado pela técnica de Kinyoun. Apos as analises, as
amostras positivas foram submetidas ao Teste de Imunofluorescéncia Direta. Os resultados revelaram
a ocorréncia de oocistos de Cryptosporidinm sp. em 23,21% (26/112) das amostras de peixes-boi matinhos,
sendo os filhotes os mais acometidos. No que concerne aos funcionarios, os oocistos deste coccidio
estiveram presentes em 23,80% (10/42) do material analisado. A infec¢ao por Cryptosporidium spp. em
humanos pode constituir um caminho para a infecgao de peixes-boi marinhos, durante os cuidados e
manejo dos animais. De maneira semelhante, os animais infectados representam implica¢oes para a
saude publica.
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Abstract

Cryptosporidiosis is world-wide a zoonosis which can affects man and a wide range of domestic
and wild animals. However the infection in humans occurs by either anthroponotic (between
humans) or zoonotico (animal to human or vice-versa). The objective in the present study was
to verify the relationship between the occurrence of Cryptosporidium spp. in Antillean manatee
(Trichechus manatus) and the staff involved directly in captive animal care and management.
Samples from 28 Antillean manatees and 21 employees involved in the diverse activity with the
management this animals were collected and processed by sedimentation by method employing
formol-eter and the diagnosis were processed by Kinyon technique. At the end of the analyzing
operations, the positive samples were submitted to the Direct Immunoflorescence Test. The results
showed the occurrence of oocysts of Cryptosporidium spp. in 23,21% (26/112) of the samples
from the Antillean manatees, being the calves the most attempted by the parasite. About the
employees, the oocysts of the coccidian were present in 23,80% (10/42) of the analyzed samples.
The infection of Cryptosporidium spp. in human may constitute a way to infection of Antillean
manatees, during the animals care and management. In the same way, the infected animals may

represent serious implications to public health.

Keywords: Sirenians; Transmission; Coccidian; Humans.

INTRODUCAO

Considerando as divergéncias existentes
acerca da taxonomia do Cryptosporidinm (1, 2, 3),
atualmente 13 espécies sao aceitas (4), sendo
estas reportadas acometendo os répteis, peixes,
aves ¢ mamiferos, incluindo o homem (5, 6, 7).

Entre as espécies deste protozoario, o
Cryptosporidinm parvum e o Cryptosporidinm hominis
apresentam a maior prevaléncia em humanos (2,
8), sendo estas espécies também descritas
acometendo os mamiferos aquaticos (9, 10).

Nas popula¢oes de mamiferos aquaticos,
os aspectos epidemiolégicos relacionados a
ocorréncia deste agente ainda nao estdo bem
esclarecidos (9), sobretudo o que diz respeito a
origem de sua veiculacdao, o impacto da infecgao
na saide destes animais e o papel destas espécies
marinhas na transmissao do Cryptosporidium para
o homem e outros animais (11).

Foi sugerido por Deng et al. (9) que
algumas espécies atuam como reservatorio do
Cryptosporidium spp., a exemplo dos ledes-
marinhos da Califérnia (Zalophus californianus).
Além disso, a contaminagao de aguas marinhas
por residuos agropecuarios, esgotos, descargas
fecais de embarcacdes siao alguns dos fatores
apontados como meio de disseminacao dos
oocistos deste coccidio aos animais marinhos

(12), havendo, portanto, uma grande influéncia
de disturbios e interagdes antrépicas.

Suposi¢oes acerca da origem dos
oocistos de Cryptosporidinm nos animais marinhos
foi corroborada com a identificacio de
Cryptosporidinm hominis em dugongo (Dugong dugon),
reforcando as evidéncias de que a infecgao
humana pode desencadear a infecgao nestes
animais (10), seja decorrente do contato entre
estes por meio da rota fecal-oral ou da ingestao
de agua e alimentos contaminados.

Em alguns casos, apos a infec¢io nos
hospedeiros, a agao do coccidio pode desencadear
alteragcoes gastroentéricas (13), acarretando em
diversas manifestacOes clinicas, conforme
observado por Borges et al. (14), em peixe-boi
marinho, porém no estudo nao foram apresentados
aspectos inerentes a origem da infec¢io e dos
fatores epidemiolégicos relacionados.

Tendo em vista que as estratégias de
reabilitacio e manutencao adotadas com os
peixes-boi marinhos, como as atividades de
manejo alimentar, limpeza de piscinas, biometrias,
exames clinicos e translocagoes, requerem uma
interacao direta dos funcionarios com estes
animais, sendo algumas destas executadas por
um namero expressivo de pessoas, despertaram
para a possibilidade do agente estar sendo
veiculado a partir destas ocasides.
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Desta forma, este trabalho teve por
objetivo avaliar a relagdo entre a ocorréncia de
Cryptosporidinm spp. em peixes-boi marinhos
(Trichechus manatus) e os funcionarios envolvidos
na manutencao destes animais em cativeiro.

MATERIAL E METODOS
Coleta de material bioloégico
Animais

As atividades foram realizadas no Centro
Mamiferos Aquaticos/IBAMA-FMA, localizada
na Ilha de Itamaraca (7° 44’ 52" Sul; 34° 49* 32"
Oeste), estado de Pernambuco —Brasil, entre
janeiro de 2005 a janeiro de 2007. Nesse local,
eram mantidos 28 peixes-boi marinhos, sendo
machos e fémeas, com idade entre uma semana a
43 anos. Desses animais, nove estavam em
piscinas de manutencao permanente, sendo que
apenas um possuia idade inferior a um ano de
idade. Os demais se encontravam em piscinas de
reabilitacdo, onde em determinados momentos
permaneciam individualmente ou em grupos de
até cinco individuos, com a faixa etaria
compreendida entre filhotes e juvenis.

Para todos os animais eram ofertados
capim-agulha (Halodule wrightii) e algas marinhas,
sendo acrescentada cenoura e alface para animais
mantidos nas piscinas de manuten¢ao permanente,
além de uma formulagdo lactea para os filhotes
orfaos. Entretanto, de acordo com a idade desses
animais, as estratégias de manejo adotadas eram
distintas, a exemplo da quantidade de biometrias
realizadas, avaliacoes clinicas e amamentacao,
onde a freqiéncia diminufa ao longo do tempo.

Todos os animais foram submetidos a
exames clinicos prévios e na ocasiao da biometria
realizou-se a coleta de fezes. Este procedimento
ocorreu em quatro ocasioes para cada espécime,
em intervalos de 60 dias, totalizando 112 amostras
fecais. O material foi acondicionado em frascos
contendo solucio constituida de alcool, formol,
acido acético glacial e agua destilada (AFA), de
acordo com o sugerido por Ueno e Gongalves
(15). Os frascos foram devidamente identificados

' Meridian Bioscience Diagnostics, Cincinnatti, Ohio

e encaminhados ao Laboratorio de Doencas
Parasitarias dos Animais Domésticos (LDPAD),
da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Funcionarios

No intuito de esclarecer os aspectos
inerentes a criptosporidiose, foi ministrada uma
palestraaos funcionarios do CMA /IBAMA-FMA,
com novas informacdes transmitidas a estes
durante o periodo das atividades, de acordo com
o interesse e as duvidas apresentadas.
Posteriormente, contando com a participagao
espontanea de 21 destes, foram encaminhadas ao
LDPAD 42 amostras fecais inerentes a duas
coletas de cada pessoa, realizadas em intervalos
de 21 dias.

Na ocasido em que as amostras foram
entregues, de maneira informal, foi perguntado
aos funcionarios sobre alguma manifestagao
clinica compativel a a¢ao do coccidio, além disso,
foi constatado o enquadramento profissional
deles, que corresponderam a tratadores de peixes-
boi, mergulhadores para coleta de capim-agulha,
monitores da qualidade de 4gua das piscinas,
servigos gerais, estagiarios e médicos veterinarios.
De acordo com as atribui¢oes requeridas, a
interacdo destes com os animais apresentavam
intensidades distintas, porém todos apresentavam
algum tipo de contato.

Processamento laboratorial
Animais

Inicialmente, as amostras fecais
provenientes dos peixes-boi marinhos foram
submetidas a sedimenta¢ao pelo formol-éter com
posterior confecgao dos esfregacos e coloraciao
por meio da técnica de Kinyoun (16), sendo as
amostras positivas submetidas, posteriormente,
a imunofluorescéncia direta conforme
recomendacio do fabricante do £z Metrifluot!.

Para a identificacio dos oocistos, nas
preparagdes com coloracio de Kinyoun sob leitura
com microscopia Optica, consideraram-se as
estruturas ovoides ou esféricas de tamanho
compativel a 4-6 pum de diametro, que
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apresentavam coloragdo vermelha e estruturas
internas (17), enquanto que na analise de
imunofluotrescéncia direta, consideraram-se as
estruturas com tamanho e formato compativeis,
na cor verde-maca, com ou sem estruturas exibindo
fluorescéncia, conforme Sterling e Arrowood (18).

Funcionarios

Posteriormente as analises do material
proveniente dos peixes-boi marinhos, procedeu-
se o processamento das amostras fecais dos
funcionarios, sendo utilizado o mesmo método
descrito anteriormente para a pesquisa de
Cryptosporidium spp.

Além das técnicas utilizadas para o
diagnoéstico da criptosporidiose, as amostras
foram submetidas ao processamento pelo método
direto (19), flutuacio (19, 20) e sedimentagao
(21, 22), no intuito de ser avaliada a presenca de
outros agentes parasitarios.

ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar a possibilidade de existir
correlacao entre a idade dos animais e a ocorréncia
da infecgao por Cryptosporidinm spp. nos peixes-

boi marinhos, foi utilizado o teste de Spearman
(23), a partir dos dados ordenados. De modo
semelhante, para avaliar a correlagao entre o grau
de exposi¢io dos funcionarios aos peixes-boi
marinhos e a ocorréncia da infec¢ao por
Cryptosporidinm spp., foi utilizado o mesmo teste
de Spearman (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base no material fecal proveniente
dos peixes-boi marinhos, foram observados pelo
método de Kinyoun oocistos de Cryptosporidinm
spp. em 23,21% (26/112) das amostras
analisadas, sendo estas confirmadas pelo teste de
imunofluorescéncia direta. Estes resultados foram
referentes a 46,42% (13/28) dos peixes-boi
marinhos avaliados e, de acordo com a faixa
etaria dos animais estudados, os filhotes
mostraram-se mais susceptiveis a infec¢iao pelo
agente (Tabela 1). Entre os animais com
diagnostico positivo, foi observado que 76,92%
(10/13) aptresentaram, ao longo do periodo de
coleta das amostras fecais, algum sinal clinico
sugestivo a agao do agente, tais como quadros de
diarréia, desconforto abdominal, aumento do
intervalo respiratorio, letargia e emagrecimento.

TABELA 1 - Freqiiéncia absoluta e ralativa de peixes-boi marinhos infectados
por Cryptosporidium spp. nas diferentes faixas etarias

Faixa Etaria Numero deAnimais FA FR (%) Animais comCryptosporidum (%o)
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 (Freqiéncia Absoluta); FR (Freqiiéncia Relativa)

A frequéncia encontrada da infecgao
pot Cryptosporidinm spp. em peixes-boi marinhos
cativos representa um valor expressivo, sobretudo
pela facilidade em ser disseminada aos demais
animais, constituindo assim como um tisco
eminente a saude dos demais espécimes cativos.

Em decorréncia da auséncia de estudos
semelhantes desenvolvidos antetiormente com
esta espécie, de maneira a possibilitar avaliagdes
comparativas, foram utilizadas como base as
pesquisas realizadas com outros mamiferos

aquaticos. Dessa forma, o resultado inerente a
infeccao por Cryptosporidinm constatado neste
estudo apresentou-se ligeiramente acima da média
encontrada com outras espécies, sendo relatada a
prevaléncia de 11% em elefante-marinho do norte
(Mirounga angustirostris) e foca-comum (Phoca
vitulina) (12), 50% em ledes-marinhos da
Califérnia (9), 5,1% em baleia da Groenlindia
(Balaena mysticetus), 22,6% em foca-anelada (Phoca
hispida) e 24,5% em baleia-franca do norte,
Eubalaena glacialis (12).
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A frequéncia da infecg¢ao por
Cryptosporidinm spp. entre os filhotes de peixes-
boi marinhos difere das constatacdes observadas
por Hughes-Hanks et al. (12), onde relataram
que em populagoes de foca-anelada, a faixa etaria
mais acometida foi de individuos com idade
superior a sete anos. Entretanto, em diversas
espécies de mamiferos terrestres, a prevaléncia
da criptosporidiose tem sido maior em filhotes,
assim como a apresentacao de sinais clinicos
mais severos (24, 5, 25, 20).

Em analogia a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em bezerros, a maior
susceptibilidade destes foi atribuida a presenca
de infeccoes concomitantes, a imaturidade do
sistema imune e ainda aos fatores relacionados
a0 manejo, como a interacao direta entre oOs
animais, a alta densidade nas instalacoes, a
qualidade da agua e os alimentos ofertados (27,
28). Colaborando com estas informacodes, foi
sugerido por Borges et al. (29) que a infec¢do de
peixe-boi marinho pode ser resultante da
contaminac¢ao dos ambientes costeiros, da oferta
de itens alimentares, da manipulacio de
alimentos por tratadores e do contato direto
destes com os animais.

Dessa forma, estas constatacoes
justificam a infec¢ao em filhotes de peixes-boi
marinhos provenientes do habitat e atualmente
mantidos em processo de reabilitagao, quando
imediatamente apods as atividades de resgate de

quatro espécimes foi possivel coletar e analisar
amostras fecais antes destes serem encaminhados
as piscinas de reabilitagao, sendo realizadas
posteriormente trés coletas, com intervalos de 60
dias. Inicialmente todas as amostras apresentaram
os primeiros resultados negativos, posteriormente
dois animais apresentaram a infec¢do a partir do
terceiro exame e nos dois outros individuos,
somente foi diagnosticado o agente na quarta
analise. Sendo assim, a infeccao destes animais
foi relacionada a fatores ligados ao manejo.

Com isso, além da possibilidade de
veiculagao dos oocistos para estes animais por
meio da agua e alimentos contaminados, acredita-
se que o contato destes com humanos, sobretudo
os funcionarios envolvidos no manejo, pode ter
constituido como meio importante de veiculagao
do agente, em decorréncia das praticas de higiene
inadequada, haja vista que os filhotes
permaneciam em piscinas individuais nas etapas
iniciais de reabilitacio.

Para avaliar a influéncia das atividades
de manejo nos peixes-boi marinhos, foram
agrupados os espécimes em processo de
reabilitacio (compreendendo as categorias de
idade de filhotes e juvenis), em virtude da
semelhanca da rotina adotada, no que diz respeito
a alimentacao, caracteristicas das piscinas,
contato com tratadores e técnicos. Nesta anailise,
foi utilizada a freqiiéncia de biometrias, como
indicador da intensidade de manejo (Tabela 2).

TABELA 2 - Freqiiéncia de biometrias e infeccio por Cryptosporidium spp.
em peixes-boi marinhos em reabilitacio

Idade dosAnimais ~ Frequiéncia das biomettias

Numero total de biomettias no periodo

Infeccao por Cryptosporidium spp.

1 més Semanal
2 — 3 meses Quinzenal
4 — 12 meses Mensal

13 — 36 meses Bimestral

4 0% (00/08)
42 5% (02/08)
9 50% (04/08)
12 70% (07/10)

O teste estatistico de Spearman indicou a
existéncia de correlagdao negativa entre a frequiéncia
do manejo e o porcentual da infeccao de
Cryptosporidium spp. nos peixes-boi marinhos em
processo de reabilitagio (r = -0,9986; p = < 0,001).
Nesse sentido, no transcorrer do processo de
reabilitacdo, quanto maior a exposi¢ao dos animais
ao manejo, de forma diretamente proporcional foi
observada a infeccao pelo Cryprosporidium spp.

No Brasil, entre as atividades consetvacio-
nistas em beneficio dos peixes-boi marinhos, vem sendo
realizada de forma bem intencionada a reintroducao de
espécimes apos o processo de reabilitacao (30). Porém,
a partir da ocorréncia de Cryptosporidinm spp. em alguns
animais cativos desperta para os tiscos do coccidio ser
disseminado para as populagdes nativas, conforme
observado na transmissao de outros patogenos em
diversas espécies animais (31).
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No que concerne aos funcionarios, de
acordo com a morfologia, colora¢iao e tamanho,
oocistos de Cryptosporidinm spp. foram observados

em 23,80% (10/42) do material analisado, pelo
método de Kinyoun e submetido a confirmagao

pelo teste de imunofluorescéncia direta.

Com base nas atividades desenvolvidas,
os tratadores apresentaram o maior porcentual
de pessoas com a infecc¢ao pelo coccidio, entre as
categorias analisadas (Tabela 3).

TABELA 3 - Grau de Exposi¢ao e Freqiiencia da infeccao nos diferentes enquadramentos

profissionais de funcionarios envolvidos nas atividades de manejo dos peixes-boi marinhos

Enquadramento Funcional = Grau de Exposicao  Numero de Funcionarios FA  FR (%) Funcionarios com Cryptosporidinm (%)
Tratadores Alta 4 4 40 100
Mergulhadores Baixa 3 1 10 33,34

Monitores da Qualidade Alta 4 - - -

de H,O

Servicos Gerais Baixa 5 4 40 80

Estagiarios Baixa 3 - - -

Veterinarios Meédia 2 1 10 50

Total - 21 10 100 -

Baixa (até 15h/més); Média (16-80h/més); Alta (acima de 80h/més) FA (Freqiiéncia Absoluta); FR (Freqiiéncia Relativa)

Foi constatada, ainda, a presenca de
outros agentes parasitarios, como Ancylostoma sp.
e/ou Ascaris lumbricoides em 33,34% (14/42) das
amostras analisadas, onde a associacdo destes
com os oocistos de Cryptosporidinm spp. ocorreu
em 7,14% (03/42) das ocasioes. Entre as
informacoes obtidas dos funcionarios, em
nenhuma ocasiao foi mencionado algum tipo de
manifestacao clinica que pudesse ser relacionada
a agao do agente.

Morgan et al. (10), apos identificarem a
ocorréncia de Cryptosporidinm hominisem dugongos,
evidenciaram que outros mamiferos aquaticos
também podem infectar-se e constituir como
reservatorio para a criptosporidiose humana, o
que torna um fator de preocupagiao a presenca
deste coccidio em peixes-boi marinhos.

O resultado da analise de correlacio
utilizando o teste de Spearman indicou que nio
houve correlacao entre o grau de exposi¢ao dos
funcionarios aos animais e a ocorréncia de
Cryptosporidinm spp. (rs = 0,4058; t = 0,8881; p =
0,42406). Porém, mesmo nao sendo evidenciado
pelas andlises estatisticas existir correlagao, em
virtude das atribui¢Oes relacionadas ao manejo
dos peixes-boi marinhos, que acarretam em alta
exposi¢ao dos tratadores a estes animais, pode-se
justificar a presenca da infecgdo em todos os
funcionarios deste enquadramento profissional.

Relagiao semelhante foi descrita por Fayer e Ungar
(32) e Levine et al. (33) ao atribuirem a infeccao
em estudantes de veterinaria e tratadores ao
provavel contato com animais infectados.

No entanto ¢ valido destacar que mesmo
apresentando alto contato com os peixes-boi e
ainda com os residuos fecais, durante os
procedimentos de limpeza das piscinas, nao foi
observada infeccao nos monitores da qualidade
de agua. Em contrapartida, o alto porcentual da
infecgdo nos funcionarios de servigos gerais,
mesmo com a baixa exposi¢ao, demonstra que
outros fatores além do contato com os animais
podem desencadear a infec¢do. Este fato ficou
evidente apds avaliar as amostras fecais
provenientes de um funcionario desta ultima
categoria mencionada, que recém-ingressava na
Instituicao, nao havendo apresentado nenhum
tipo de contato anterior com os peixes-boi, no
entanto ja apresentava a infec¢ao pelo coccidio.

Ao término das atividades laboratoriais,
foi recomendada a busca por servigos médicos
especializados aos funcionarios que apresentaram
a infeccao pelo Cryptosporidium spp., no entanto
somente a adog¢dao de protocolos terapéuticos
prescritos nao serao eficientes, haja vista a
auséncia de informagao prévia sobre a
criptosporidiose humana, bem como fatores
relacionados na disseminagao e controle por boa
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parte dos envolvidos. Além disso, a associa¢ao
do Cryptosporidinm spp. a outros agentes
parasitarios pode representar limitagoes nas
medidas de higiene pessoal adotadas por estes.
Sendo assim, torna-se oportuna a
realizacio de exames constantes em todos os
funcionarios que apresentem qualquer tipo de
contato com os animais, bem como a elaboracao
de novas atividades de carater informativo
sobre a criptosporidiose, com abordagens
especificas aos diferentes perfis dos
profissionais envolvidos. Por meio destes
conhecimentos adquiridos por parte de todos
os funcionirios envolvidos, havera a
possibilidade de consolidar a ado¢dao de medidas
que favorecam o controle e a dissemina¢ao do
Cryptosporidinm, seja por meio da higiene pessoal
ou nos cuidados relacionados aos animais.

CONCLUSOES

A presenca de humanos com a infec¢ao
por Cryptosporidium spp. pode constituir como
meio de veiculagdo dos oocistos aos peixes-boi
marinhos, por meio do contato realizado nas
atividades de manejo. De maneira semelhante,
os animais infectados representam implicagoes
para a saude publica, pois podem disseminar
oocistos e vir a desencadear a infeccao nos
funcionarios, constituindo, assim, como um novo
reservatorio para este agente.
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