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RESUMO: Cryptosporidium é um protozoério que infecta a regido das microvilosidades
das células do epitélio intestinal e/ou arvore bronquica de mais de 150 espécies de
vertebrados. Pessoas portadoras de imunodeficiéncia, como a infecgéo pelo VIH, apre-
sentam sintomas mais severos e persistentes que individuos saudaveis. Este trabalho
investigou se a fauna natural de pequenos mamiferos silvestres da Mata Atlantica (Com-
plexo Serra da Mantiqueira) abriga infecgdo por C. parvum e/ou C. muris, detectados
por meio da coloragéo de Ziehl-Neelsen modificada e teste de imunofluorescéncia
direta. Do total de animais capturados, estruturas dlcool-acido resistentes foram detec-
tados nas fezes de 39 animais; quando estas foram submetidas a reagdo de
imunofluorescéncia direta foi possivel confirmar a presenca de oocistos de C. muris
(5,12%) e C. parvum (5,12%).

PALAVRAS-CHAVES: Cryptosporidium; Pequenos Mamiferos Silvestres; Roedo-
res;

ABSTRACT: Cryptosporidium is a parasitic protozoan, which invades the epithelial
cells of the intestinal tract and/or respiratory tree of more than 150 vertebrate species.
People carriers of immunodeficiency like infection for HIV, presented symptoms more
hard and persistent tham healthy individuals. This study investigated if the natural fauna
of little wildlife mammals (Serra da Mantiqueira) harbor infection for C. parvum and/
or C. muris detected by modified Ziehl-Neelsen technique and direct inmunofluorescent
assay. From all captured animals, acid fast structures can be detect in the feces of 39
specimens; that were submitted to the direct immunofluorescent assay to confirm
presence of C. muris (5,12%) and C. parvum (5,12%).
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INTRODUGCAO tebrados. Vinte e uma espécies diferentes

Cryptosporidium é um protozodrioque  foram originalmente descritas em mami-
infecta a regido das microvilosidades das  feros (O’DONOGHUE, 1995). Hoje, se-
células do epitélio intestinal e/ou arvore  gundo TZIPORI e GRIFFITHS (1998),
bronquica de mais de 150 espécies de ver-  sdo aceitas como vélidas apenas 9: C.
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parvum e C. muris (mamiferos e roedores
respectivamente), C. meleagridis e C.
baileyi (aves), C. serpentis (répteis), C.
nasorum (peixes), C. felis (felino), C.
wairi (porquinho da india) e C. andersoni
(bovinos).

C. muris foi a primeira espécie descri-
ta por Tyzzer, em 1907; o seu desenvolvi-
mento endogeno ¢ restrito as glandulas
estomacais e afeta principalmente roedo-
res (CHALMERS et al.,, 1997); estudos
de transmissdo cruzada mostram que ela
¢ infectante para camundongos, cobaias,
cdes, gatos e coelhos; C. parvum foi
identificada em 1912, a infec¢@o atinge
exclusivamente o intestino delgado e pode
ser encontrada em vdrias espécies de ma-
miferos, inclusive o homem. Embora es-
tudos moleculares indiquem a ocorréncia
de diferentes gendtipos, a espécie que
infecta 0 homem ¢ hoje designada como
C. parvum (TZIPORI e GRIFFITHS,
1998), mas segundo KATSUMATA etal.
(2000) e PEDRAZA-DIAS et al. (2000)
possiveis infecgdes por C. muris e C.
meleagridis foram detectadas em huma-
nos, confirmadas através da Reacdo da
Polimerase em Cadeia (PCR) utilizando-
se “primers” especificos.

Segundo FAYER et al., 2000 a
ingestdo de um pequeno numero de
oocistos (ao redor de 9 a 1042 oocistos
em individuos imunocompetentes) pode
causar uma severa diarréia pela invasdo
do trato gastro-intestinal. Cryptospori-
dium sp. pode ser transmitido diretamen-
te entre diferentes espécies por via fecal-
oral através dos oocistos que s@o elimina-
dos nas fezes do hospedeiro ou indireta-
mente pela ingestdo de dgua contamina-
da com oocistos que sdo resistentes a
cloragdo (TZIPORI e GRIFFITHS, 1998).
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criptosporidiose ¢ bastante importante,
pois atinge animais jovens e neonatos;
embora a mortalidade nestes casos ocorra
em baixa escala, a infecgdo por Cryptos-
poridium provoca severa enterite infecci-
osa (O’DONOGHUE, 1995).

A protozoose foi relatada em roedo-
res silvestres e a auséncia de especifi-ci-
dade de hospedeiro, caracteristica do
protozoario sugere que €sses pequenos
mamiferos silvestres possam ser conside-
rados como reservatorios da parasitose
(SINSKI et al., 1998). Tal fato acarreta
sérias implicagdes ecoldgicas e epidemio-
l6gicas devido a direta contaminagdo da
agua e solo pois a dgua drenada de locais
onde estdo presentes fezes provenientes
dos animais domésticos ou mesmo silves-
tres, pode contaminar os mananciais des-
tinados ao abastecimento e levar ao de-
senvolvimento de surtos epidémicos pelo
consumo de é4gua pelo homem.
(O’DONOGHUE, 1995)

Este trabalho investigou se a fauna
natural de pequenos mamiferos silvestres
da Mata Atlantica (Complexo Serra da
Mantiqueira) abriga infecgdo por C.
parvum e/ou C. muris, detectados por
meio da coloragdo de Ziehl-Neelsen mo-
dificada e teste de imunofluorescéncia di-
reta.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em trés Ser-
ras do sudeste brasileiro: Parque Nacio-
nal da Serra da Bocaina; Parque Nacional
do Itatiaia e Serra da Fartura. A Serra da
Bocaina pertence ao complexo da Serra
do Mar e esta separada da Serra do Par-
que Nacional do Itatiaia pelo Vale do
Paraiba. A Serra do Itatiaia e a da Fartura
fazem parte do complexo Serra da
Mantiqueira. Essas dreas sdo pequenas
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reservas de Mata Atlantica ainda existen-
tes no Sudeste Brasileiro. Na Serra da
Fartura e no Parque Nacional Serra da
Bocaina, devido a grande proximidade
com propriedades vizinhas, acontecem
invasdes ocasionais de animais domésti-
cos nas matas.

Para cada area, as coletas foram tri-
mestrais com duragdo de 4 noites conse-
cutivas. No primeiro dia, as armadilhas
foram montadas entre 16:00 e 18:00 ho-
ras, sempre no solo da mata, com
intercalamento entre o tamanho das arma-
dilhas e o tipo de isca (banana e mandio-
ca com creme de amendoim). As mesmas
eram vistoriadas no dia seguinte, no peri-
odo da manhd. Em caso de captura, foi
anotado o ponto em que o animal foi se
encontrava e este foi transportado para
uma area apropriada de manuseio.

Ap0s aretirada dos animais das arma-
dilhas, eram imediatamente recolhidas as
fezes e colocadas em frascos com
dicromato de potéssio a 2,5% na propor-
¢do de 3:1. Em seguida, os mesmos eram
pesados, medidos, feita a sexagem e mar-
cados com brincos de identificag@o.

Foi demarcada uma grade de 20.000
m?em cada éarea de estudo, composta por
10 trilhas de 200 metros de extensdo, pa-
ralelas e distantes 20 metros entre si, con-
tendo 100 locais de armadilhamento, ou
seja, cada trilha continha 10 pontos de
armadilhamento. Foram utilizadas 100
armadilhas “live-trap” do tipo Shermann.

No laboratdrio, as fezes foram
homogeneizadas e, em seguida, submeti-
das a centrifugagido com agua destilada
para retirada da solugdo de dicromato de
potassio 2,5% (500xg; 10 minutos). Com
os sedimentos obtidos, confeccionaram-
se esfregacos (5 ml) que foram submeti-
dos a colorag@o de Ziehl-Neelsen modifi-
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cado (HENRIKSEN e POHLENZ, 1981)
observados ao microscépio com aumento
de 1000x.

Posteriormente, todos os espécimens
nos quais foram identificadas estruturas
alcool-acido-resistentes com tamanho e
formato compativeis com oocistos de
Cryptosporidium (n=39) foram submeti-
dos a reagdo de imunofluorescéncia dire-
ta com anticorpos monoclonais (kit
Merifluor, Meridian Diagnostics,
Cincinnatti, Ohio), realizada de acordo
com as instru¢des do fabricante, para a
confirmagéo especifica (C. parvum; C.
muris). Previamente a reagdo de
imunofluorescéncia, estas amostras fecais
foram concentradas de acordo com o pro-
cedimento desenvolvido por Deng e Cliver
(1999), com modificagdes descritas a se-
guir: ap6s centrifugagdo a 500 x g (10
min.), para retirada da solugdo de
dicromato de potassio 2,5%, os sedimen-
tos resultantes foram homogeneizados
com agua destilada, contendo Tween 80
(1%) e novamente procedeu-se a
centrifugacdo (500 x g; 10 min.). Decan-
tados os sobrenadantes, os materiais
sedimentados foram transferidos para tu-
bos conicos limpos (15 mL) onde foi adi-
cionada solugdo saturada de agticar (gra-
vidade especifica de 1,20 g/mL). Apds
centrifugacdo (500 x g; 8 min.), apenas a
camada superior (2 mL) era cuidadosa-
mente coletada e lavada em 4gua destila-
da contendo Tween 80 (1%), a 650 xg,
durante 10 minutos. Os pellets resultantes
foram ressuspensos em 1 ml de dgua des-
tilada. Aliquotas de 5 ml foram semeadas
nos pogos das laminas para a reagdo de
imunofluorescéncia direta. Para a leitura,
utilizou-se microscopio de epifluores-
céncia com filtros de excitag¢do (450-490
nm) e de barreira de 520 nm. Foram con-
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siderados como critérios de positividade:
o grau de fluorescéncia verde-maga bri-
lhante predominante na parede dos
oocistos, a presenga de sutura, o tamanho
e formato similares aos oocistos (C.
parvum: 5,0 x 4,5 mm; C. muris: 8,4 X
6,3 mm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram capturados, 240 animais nas
trés areas de estudo, sendo que deste to-
tal, 153 (63,8%) dos animais eram machos
e 87 (36,2%) fémeas. O numero de espé-
cimes recapturados em diferentes perio-
dos foi 5. Do total de animais capturados,
estruturas alcool-4cido resistentes foram
detectados nas fezes de 39 espécimens
(16,25%), sendo que tais formas ocorre-
ram em pequeno nimero nas preparagoes
examinadas (2 a 5 organismos/100 cam-
pos microscépicos). As medidas micro-
métricas destes organismos detectados si-
tuaram-se ao redor de 5,0 x 4,1 mm e de
7.9 x 6,3 mm.

Quando consideradas apenas as amos-
tras nas quais estruturas alcool-acido-re-
sistentes foram detectadas (n=39), com a
utilizagdo da reagdo de imunofluo-
rescéncia direta foi possivel confirmar a
presenca de oocistos de Cryptosporidium
spp nas fezes de 4 animais (10,25%), sen-
do que a freqtiéncia de C. parvum foi de
5,12% (2 animais) e a presenca de C. muris
foi detectada em 2 espécimens, concomi-
tantemente a ocorréncia de C. parvum
(5,12%).
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TABELA 1. Ntmero de pequenos mamiferos silvestres capturados e recapturados em
trés areas serranas do Sudeste Brasileiro (2000-2001)

Area N° de animais N° de animais
capturados recapturados

Serra da Fartura 62 2
Parna do Itatiaia 47 1
Serra da Bocaina 126

TOTAL 235 5
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