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ria, Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR-465,
Km 7, Seropédica, R] 23890-000, Brasil. E-mail: carrasco.lara@gmail.com

Cryptosporidium spp. is recognized as an important etiologic agent of diar-
rhea in many countries. The aim of this study was to detect the presence of
DNA of the parasite Cryptosporidium spp. in feces of cats with history of chronic
diarrhea attended in the Feline Medicine Sector of the Veterinary Hospital of
the Federal Rural University of Rio de Janeiro, by the polymerase chain reac-
tion technique in real time (RT-PCR). In this study, 100 animals were admitted,
of any breed or sex and from 8 weeks of age. As inclusion criteria, patients had
to have diarrhea history for more than three weeks, with little success of clini-
cal response to previously established therapies. From the samples obtained by
collecting via washing the animal colon and spontaneous defecation, methods
of direct examination of the feces, centrifugal flotation technique and real-time
PCR were carried out. Of all cats selected for this study, 10% showed infection
by Cryptosporidium spp. Most positive animals were aged over one year (70%)
and only 30% had up to one year old. Cats were 50% purebred and 50% were
domestic short hair cats. The clinical signs presented by these cats at the time
of consultation were diarrhea (60%) and prolapsed rectum (40%). Four animals
had co-infections with other enteropathogens (40%), such as Giardia, Toxocara
sp. or Tritrichomonas fetus alone or combined. We concluded that infection by
Cryptosporidium spp. is an important differential diagnosis in cats with chronic
diarrhea, in cats of all ages and regardless of whether purebred or not, may
have the infection and co-infection with other enteric pathogens needs to be
investigated in all cases.
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RESUMO. Cryptosporidium spp. é reconhecido
como um importante agente etiologico de diarreia
em diversos paises. O objetivo deste trabalho foi
detectar a presenca do ADN do protozoario Cryp-
tosporidium spp. em fezes de gatos com histdrico

de diarreia cronica atendidos no Setor de Medicina
Felina do Hospital Veterinario da Universidade Fe-
deral Rural do Rio de Janeiro, através da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
-PCR). Neste estudo, foram admitidos 100 animais
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da espécie felina, de diferentes ragas, de ambos os
sexos e a partir de 8 semanas de idade. Como cri-
tério de inclusdo, os pacientes deveriam apresentar
histérico de diarreia a mais de trés semanas, com
pouco sucesso de resposta clinica para terapéuticas
previamente instituidas. A partir das amostras de
fezes obtidas por coleta via lavagem do célon dos
animais e pelo ato de defecagdo espontanea, foram
realizados os métodos do exame direto das fezes,
técnica de centrifugo flutuagdo e PCR em tempo
real. Dos 100 gatos que foram selecionados para
esta pesquisa, 10% apresentaram infecgao por Cryp-
tosporidium spp. A maioria dos animais positivos es-
tavam na faixa etdria acima de um ano (70%) e ape-
nas 30% tinha até um ano de idade. Os gatos eram
50% de raca pura e 50% eram animais sem raga
definida. Os sinais clinicos apresentados por esses
gatos no momento da consulta foram diarreia (60%)
e prolapso de reto (40%). Quatro animais apresen-
taram co- infec¢des com outros enteropatégenos
(40%), um com Giardia sp., um com Toxocara sp., um
com Tritrichomonas foetus e outro com Toxocara sp.
e Giardia sp. Podemos concluir que a infeccdo por
Cryptosporidium spp. € um importante diagnéstico
diferencial em felinos com diarreia cronica, que ga-
tos de qualquer idade e independente de ser de raca
pura ou ndo, podem apresentar a infeccao e que a
co-infeccdo com outros enteropatégenos necessita
ser investigada em todos casos.

PALAVRAS-CHAVE. Gatos, diarreia, Cryptosporidium
spp.

INTRODUCAO

Diarreia ¢ um achado comum na clinica de feli-
nos, e as principais causas sao intolerancia alimen-
tar, doencas intestinais primarias, estresse e agen-
tes infecciosos (virus, bactérias enteropatogénicas,
protozodrios e parasitas).A criptosporidiose é uma
enfermidade parasitaria causada por um protozo-
ario intracelular que coloniza a mucosa do intes-
tino delgado. No gato doméstico, a espécie mais
prevalente é o Cryptosporidium felis. Os principais
animais acometidos sdo os jovens, imunocompro-
metidos e os que convivem em ambientes com alta
densidade populacional. A infeccdo direta ocorre
por via oral, sempre associada a contaminacdo da
agua e do alimento por fezes contendo oocistos es-
porulados (infectantes), e é considerada autolimi-
tante (Scorza & Lappin 2015).

O parasitismo por Cryptosporidium spp. pode
ser subclinico ou apresentar manifestagdes clini-
cas como diarreia do intestino delgado associada
a grande volume de fezes com aspecto aquoso,

anorexia e perda de peso (Ballweber et al. 2009,
Huber et al. 2002). A doenca pode ser mais grave,
prolongada e até com risco de vida em filhotes e
gatos adultos imunocomprometidos. Os felinos
com criptosporidiose podem apresentar co-infec-
¢Oes com outros enteropatc’)genos, como o Parvo-
virus felino, Coronavirus, Cystisospora spp., Giardia
duodenalis e Tritrichomonas foetus, o que dificulta a
identificacdo do agente causador primario dos si-
nais clinicos (Paoletti et al. 2011).

O diagnostico pode ser feito através de técni-
cas coproparasitologicas de centrifugo-flutuacao.
Outra forma de detecgdo dos oocistos é a partir de
um fino esfregaco de fezes corado pela técnica de
coloracao 4cida de Ziehl-Neelsen modificada, que
permite a visualizagdo dos oocistos rosados no exa-
me microscopico. A técnica de reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) ja est4 padronizada para amplifi-
cacdo de DNA de Cryptosporidium sp. Esta permite
a genotipagem para determinar a espécie do coc-
cideo que estd causando a doenca. Um exame de
fezes negativo nao descarta a doenca clinica. A eli-
minacdo de oocisto é intermitente, por isso muitas
vezes sa0 necessarios exames coproparasitolégicos
seriados para se descartar a suspeita.

O objetivo deste trabalho é detectar a presenca
do ADN do protozoario Cryptosporidium spp. em
fezes de gatos com histérico de diarreia cronica
atendidos no Setor de Medicina Felina do Hospital
Veterindrio da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, através da técnica de reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (RT-PCR).

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas fezes de 100 gatos com histdrico
de diarreia por mais de trés semanas, sem sucesso de
resposta clinica para terapéuticas previamente institu-
idas, atendidos no setor exclusivo para o atendimento
de felinos domésticos do Hospital Veterinario de Peque-
nos Animais da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, localizada no municipio de Seropédica, RJ, no
periodo de abril de 2014 até junho de 2015. Foram ad-
mitidos animais de diferentes ragas, machos e fémeas, a
partir de 16 semanas de idade e independente do estado
reprodutivo.

Foram avaliados o histérico e os parametros clinicos
(como temperatura, hidratagdo, pelame, mucosa, perda
de peso/escore de condigdo corporal). Cada gato teve
seu escore de condicdo corporal classificado de acordo
com uma adaptacdo da escala de LaFlame (Colliard et
al. 2009) de um a cinco pontos que varia entre gatos com:
1- caquético, 2- magro, 3- ideal, 4- gordo e 5- ‘obeso’

Os proprietarios foram solicitados a responder um
questiondrio com algumas perguntas, enquanto aguar-
davam o procedimento de coleta das fezes. O objetivo
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deste foi determinar os possiveis fatores de risco relacio-
nados a infecgdo por Cryptosporidium spp. e investigar o
estilo de vida dos animais (gatos livres, domicialiados
ou semidocialiados), tais como tipo de moradia, nimero
de gatos em casa, local de defecagdo, ntimero de caixas
de areia, compartilhamento das vasilhas sanitarias, es-
core fecal do felino no momento da consulta e nos alti-
mos 6 meses e historico de diarreia anterior. Além disso,
0 questiondrio apresentava uma parte com a avaliacdao
clinica do gato, cujo preenchimento era de responsabili-
dade do veterinario.

Os exames parasitologicos das fezes dos gatos foram
realizados através de trés métodos laboratoriais: Dire-
to, Centrifugo-Flutuacao epela técnica de reacao em ca-
deia da polimerase em tempo real por um painel para
enteropatégenos potenciais (Painel diarreia RealPCR™
Abrangente Plus - Felino, IDEXX®, EUA). Foram inves-
tigados Tritrichomonas foetus, Giardia spp., Campylobacter
coli, Campylobacterjejuni, Clostridium perfringens alfa to-
xina (CPA), Clostridium perfringens enterotoxina (CPE),
Cryptosporidium spp., Coronavirus felino (FCoV), virus
da Panleucopenia felina; Salmonella spp. e Toxoplasma
gondii(Carrasco et al. 2014, Gizzi et al. 2014).

A colheita das fezes frescas foi realizada impelindo
dez mililitros de solugédo salina morna a 37°C lentamente
para lavagem do colén por meio da introdugdo cuidado-
sa de uma sonda uretral ntimero oito no reto. Este pro-
cedimento possibilitou a aspiracdo de uma solugdo fecal
através de uma seringa e a emissao imediata de fezes.As
amostras fecais foram acondicionadas em dois recipien-
tes plasticos estéreis e mantidas refrigeradas a tempera-
tura de 4°C para uso nas demais técnicas. A técnica de
Centrifugo-Flutuagao foi realizada para detecgdo de co-
-infecgdo por helmintos, coccideos e outros protozodrios.
Na técnica de biologia molecular, os acidos nucléicos
totais foram extraidos com protocolos padrdes usando
uma plataforma comercial (CorbettXtractor- Gene). Um
gene (185 rRNA) foi utilizado para quantificar o ADN e
o0 cADN apés a transcri¢ao reversa para confirmar a in-
tegridade do ADN.Regides de nucleotideos conservadas
foram selecionadas e dois iniciadores e uma sonda de hi-
droélise foram concebidas para hibridizar essas regides,
utilizando um software comercial (PrimerExpressVer-
sion 3.0).0 laboratério IDEXX nao fornece informagdes
sobre o primer e a sonda devido ao sigilo empresarial.
A fim de reproduzir os resultados deste estudo, os en-
saios podem ser obtidos a partir da empresa com os c6-
digos de teste mencionados acima.O aspecto das fezes
dos animais foi classificado baseado em um sistema de
escore fecal, onde: 1- fezes duras e ressecadas; 2- fezes
macias e imidas; 3- fezes pastosas; 4-fezes sem formato
e pastosas; 5- fezes com consisténcia liquida (adaptado
do sistema de escore fecal para caes e gatos da Nestle-
Purina).Valores da associagdo entre as varidveis foram
calculados por meio do teste Exato de Fisher.

RESULTADOS

Dos 100 animais admitidos no estudo, dez (10%)
estavam infectados pelo protozodrio Cryptospori-

dium spp.Cinco (50%) dos 10 gatos infectados eram
de raga pura e cinco (50%) eram sem raga definida.
As racasacometidas foram persa (4/10) e ragdoll
(1/10).0s animais positivos se encontraram na fai-
xa etdria de 2 meses a 12 anos. A média de idade
dos animais infectados foi de 36 + 13 meses (mé-
dia * erro padrdao da média). Quatro gatos (40%)
apresentavam co-infec¢des, sendo um animal pa-
rasitado também por Giardia spp., um animal por
Toxocara spp., um animal por Tritrichomonas foetus e
outro animal por Giardia spp. e Toxocara spp.

Estatisticamente, a presenga de prolapso de reto
esteve altamente relacionada (p < 0,001) a infecgao
por Cryptosporidium spp. As varidveis relacionadas
com a infeccdo estao apresentadas na tabela abaixo
(Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de felinos
domésticos submetidos a pesquisa de DNA do protozodrio
Cryptosporidium spp. nas fezes, através da técnica de qPCR,
em relacdo a idade, raca, quadros diarreicos, prolapso de reto,
co-infecgdes e convivéncia com outros animais. Rio de Janeiro

-RJ, 2015.

Cryptosporidium spp. Valor de p

Positivo Negativo Total

n % n % n %
Total 10 10% 90 90% 100 100%
Idade
<lano 3 12,5% 21 87,5% 24 100% p=045
>lano 7 9,2% 69  90,8% 76  100%
Raca**
SRD 5 11,9% 37 88,1% 42 100% p=041
CRD 5 8,6% 53 91,4% 58 100%
Quadros diarreicos
Sim 6 11,8% 45  88,2% 51  100% p=040
Nao 4 8,2% 45  91,8% 49  100%
Prolapso de reto
Sim 4  571% 3 42,9% 7 100%  p<0,001*
Nao 6 6,4% 87  93,6% 93  100%
Co-infecgdes
Sim 4 16,7% 20  83,3% 24 100% p=019
Nao 6 7,9% 70 92,1% 76  100%
Convivéncia com outros animais
Sim 6 10,5% 51 89,5% 57 100% p=0,70
Nao 4 9,3% 39 90,7% 43 100%

* Diferenca significativa ao nivel de 5%.
** Raca: SRD - Sem raca definida; CRD - Com raca definida.

DISCUSSAO

A infec¢do por Cryptosporidium spp. é um impor-
tante diagnoéstico diferencial em gatos com diarreia
cronica. Sua distribuicdo é cosmopolita, sendo a
Franga o pais de maior incidéncia atingindo 44,8 %
(Scorza & Lappin 2015) e em seguida a Italia com
24% (Rambozzi et al. 2007), Japdo com 3,8% (Arai
et al. 1990) e Reino Unido com 8,1% (Mtambo et
al. 1991). No Brasil, o estudo em questdo obteve
uma prevaléncia de 10% desse parasita se mostran-

24

Rev. Bras. Med. Vet., 38(Supl.2):22-26, novembro 2016



Diagnostico de Cryptosporidium spp. pela técnica de qPCR em gatos no estado do Rio de Janeiro, Brasil

do inferior ao encontrado por Silva et al. (2015),
na cidade do Recife (18,8%) e Ferreira et al. (2012)
(12,7%) no municipio de Teresépolis- R]. Em con-
trapartida, na cidade de Andradina-SP, detectaram
somente 3,9%, sendo esta frequéncia inferior o re-
sultado obtido no estudo em questdo (Coelho et al.
2009). Essas diferencas de casuistica encontradas,
podem ser explicadas, em parte, pela influéncia do
ambiente e caracteristicas especificas de cada re-
gido na epidemiologia destes agentes parasitarios.

Gatos de qualquer idade podem apresentar
infeccdo pelo protozoario, porém animais mais
jovens tendem a ser mais susceptiveis a desen-
volver sintomatologia clinica provavelmente pela
presenca de um sistema imunolégico imaturo e a
auséncia de imunidade proveniente de exposigdes
anteriores (Rambozzi et al. 2007). Apesar disso, ndo
foi observado associacdo significativa relacionada
a idade do animal e a presenca do DNA do para-
sito nas fezes, dado semelhante ao encontrado por
Silva et al. (2015) e Coelho et al. (2009). Estes dados
sugerem que o diagnostico de criptosporidiose nao
deve ser considerado improvavel em gatos mais
velhos com histérico e sinais clinicos compativeis
com a infecc¢do.

Além disso, ndo foi encontrado também diferen-
ca significativa entre a presenca do DNA do pro-
tozodrio nas fezes de animais de raga pura e sem
raca definida (SRD), indicando que qualquer gato,
independente da raga, pode ser infectado por Cryp-
tosporidium spp (Rambozzi et al. 2007, Coelho et al.
2009, Silva et al. 2015).

Sabe-se que a criptosporidiose provoca libera-
¢do de citocinas e quimiocinas associadas ao fator
nuclear kB, desempenhando uma resposta infla-
matdria na mucosa intestinal. Estudos anteriores
relacionaram a presenca deste parasito em aves-
truzes com severo processo inflamatério causando
prolapso de cloaca (Bezuidenhout et al. 1993, San-
tos et al. 2005). Neste estudo, foi encontrado essa
mesma associacdo estatistica entre a presenca do
protozodario Cryptosporidium spp e prolapso de reto
nos felinos.

Os gatos adultos, na maioria das vezes, podem
se apresentar assintomaticos ou manifestarem si-
nais brandos, porém sob uma situagdo de estres-
se podem desenvolver sintomatologia clinica de
diarreia do intestino delgado (Scorza & Lappin
2015). No estudo em questao, nao houve diferenca
significativa entre a presenca de diarreia e a pre-
senca de Cryptosporidium spp. nas fezes dos gatos
infectados, resultado semelhante aos registrados
em estudos anteriores (Ferreira et al. 2012, Silva

et al. 2015). No entanto, este dado discorda dos
resultados obtidos por Rambozzi et al. (2007), no
qual foi detectado associagdo significativa entre a
infeccao por Cryptosporidium spp. e a ocorréncia de
diarreia em felinos. Esses animais, mesmo assinto-
maticos sdo uma importante fonte de infecgao para
outros felinos jovens ou animais com comprometi-
mento do sistema imune (Scorza & Lappin, 2015).
A identificagdo e tratamento desse grupo de gatos
é importante ndo s6 para controlar a disseminagao
da infecgdo entre os animais mas também possi-
velmente para os seres humanos. Este protozoario
ja foi sugerido por diversos autores como atuante
em infecgdes intestinais em pacientes imunossu-
primidos, servindo de alerta para a satde publica
(Pereira & Ferreira, 2012; Teunis & Havelaar, 2002;
Tzipori, 1983).

Segundo Gizzi et al. (2014), os agentes envol-
vidos em uma co-infeccdo podem interagir siner-
gicamente, aumentando a viruléncia um do outro,
resultando em maior patogénese e contribuicao
para piora dos sinais clinicos. Apesar disso, neste
estudo, ndo foi observado piora da sintomatolo-
gia clinica nos animais que apresentaram infecgao
simultanea com outros enteropatégenos, dados
igualmente encontrados por Coelho et al. (2009). A
presenga de infeccdo madaltipla também pode apre-
sentar um risco para a saude publica, visto que
alguns enteropatégenos comumente encontrados
em associacdo com Cryptosporidium spp. possuem
potencial zoonético, como Giardia spp. (Spain et al.
2001).

Outro fator importante relacionado com a trans-
missdo da doenca é que o numero de oocistos de
Cryptosporidium spp. no ambiente aumenta a me-
dida que cresce a densidade populacional de ani-
mais por residéncia (Pereira & Ferreira, 2012). A
transmissao desse protozodrio ocorre facilmente
pelo contato direto de animais ou pessoas imuno-
comprometidas com as fezes do animal infectado
(Ballweber et al. 2009). Apesar deste estudo, nao
ter encontrado correlagdo entre a infeccdo e a con-
vivéncia com outros felinos os proprietdrios foram
orientados sobre a necessidade do aumento do nu-
mero de vasilhas sanitarias de acordo com o ntime-
ro de animais na casa, para diminuir a chance de
compartilhamento do mesmo local de defecacao,
além da necessidade de uma alta freqiiéncia de lim-
peza das vasilhas sanitarias, j& que a superlotagao
e a falta de higiene sdo os principais responsaveis
pela predisposicao a infecgdo. E por fim, foi con-
versado também sobre a importancia de se tentar
manter o felino infectado separado dos demais até
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o final do tratamento para prevenir a transmissao e
a reinfeccao (Carrasco et al. 2014).

CONCLUSAO

A infeccdo por Cryptosporidium spp. em gatos
é uma enfermidade que deve ser considerada no
diagnostico da diarreia cronica. Embora a doenga
seja tipicamente caracterizada por causar diarreia
do intestino delgado, pode cursar com co-infecgdes.
A utilizacdo de ferramentas moleculares, principal-
mente na forma de painéis, aumenta a sensibilida-
de diagndstica e possibilita a deteccao de pacientes
infectados por um ou mais agentes. Em funcao do
seu potencial zoondtico torna- se necessdrio um
diagnostico correto para o estabelecimento mais
consistente de conduta terapéuticas e manejo de
gatos infectados.
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