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RESUMO

Este estudo tem como objetivo fazer uma busca por hospedeiros de Cryptosporidium spp., em
equinos (E. caballus) sob condigdes sanitarias controladas de uma cavalaria na cidade de Porto
Alegre/RS. As condi¢des destes equinos sdo importantes para corroborar estudos sobre
potenciais reservatorios, sua patogénese e relevancia para a saude publica. A presenca de
infecc¢do ou a exposi¢ao destes individuos a Cryptosporidium spp. foi investigada utilizando-se
dois métodos de pesquisa: incialmente as amostras foram fixadas pela técnica de centrifugo-
sedimentacdo de Ritchie (1948) e posteriormente o método da coloracdo de Ziehl-Neelsen
modificada (1981) a quente. Cryptosporidium spp. sdo cada vez mais reconhecidos como
causadores de doengas diarreicas em todo o mundo, independente de faixa etaria, e a doenga
apresenta elevados indices de morbidade e mortalidade entre animais e humanos. As fontes e
vias de transmissdo sdo inumeras, envolvendo a disseminagdo zoondtica e antroponotica, que
sao facilitadas pela resisténcia do parasito protozodario aos diversos tipos de desinfetantes e
sanitizantes. O parasito estd bem adaptado para infectar humanos e animais por vias de
transmissdo diretas, transmissdo pela agua, por alimentos e de pessoa para pessoa. A
criptosporidiose ¢ considerada pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como uma doenca
negligenciada e medidas profilaticas sdo recomendadas, incluindo boa higiene, promogao de
boas praticas como lavar as maos com frequéncia e evitar contato com fezes de animais. Estas
sdo medidas fundamentais para prevenir sua propagacdo, pois o parasito se espalha
principalmente por transmissdo fecal-oral. Investir em saneamento bdasico, utilizar
metodologias proprias para eliminagdo de oocistos e a garantia de higiene pessoal, objetivam
minimizar a dissemina¢do do parasito e sao importantes para o controle dessas infecgdes. As
pessoas com sistema imunoldgico comprometido, como pacientes com HIV/AIDS ou
transplantados, correm maior risco de desenvolver a criptosporidiose e devem tomar precaugdes
adicionais, como evitar o contato com animais infectados e beber 4gua tratada ou fervida. A
sintomatologia, quando presente, caracteriza-se por diarreia aquosa, desidratacdo, dores
abdominais, perda de peso e pode levar o individuo a morte, principalmente as criangas, idosos
e os imunocomprometidos. A identificacdo de potenciais reservatorios para criptosporidiose,
ampliar o conhecimento em areas-chave, etiologia, transmissdo, epidemiologia e interagdes
com o hospedeiro ajudara a reduzir o nimero de casos da infec¢do humana. Além disso, manter
estudos frequentes e compilar dados ¢ muito importante, para que se tenha mais informagdes a
fim de identificar os possiveis hospedeiros que circulam entre os humanos.

Palavras-chave: Equus caballus; Cryptosporidium; Criptosporidiose; Saude publica.



ABSTRACT

This study aims to carry out a search for hosts of Cryptosporidium spp., in horses (E. caballus)
under controlled sanitary conditions of a stable in the city of Porto Alegre/RS. The conditions
of these horses are important to support studies on potential reservoirs, their pathogenesis and
relevance to public health. The presence of infection or exposure of these individuals to
Cryptosporidium spp. was investigated using two research methods, initially the samples were
fixed by the Ritchie (1948) centrifugal-sedimentation technique and later by the hot Ziehl-
Neelsen (1981) staining method. Cryptosporidium spp. are increasingly recognized as the
cause of diarrheal diseases worldwide regardless of age group and the disease has a high
morbidity and mortality rate among animals and humans. The sources and routes of
transmission are numerous, involving zoonotic and anthroponotic dissemination, which are
facilitated by the resistance of the protozoan parasite to different types of disinfectants and
sanitizers. The parasite is well adapted to infect humans and animals by direct transmission
routes, waterborne, foodborne, and person-to-person transmission. Cryptosporidiosis is
considered by the World Health Organization (WHO) as a neglected disease and prophylactic
measures are recommended, including good hygiene, promoting good practices such as
washing hands frequently and avoiding contact with animal feces. These are key measures to
prevent its spread, as the parasite spreads mainly through fecal-oral transmission. Investing in
basic sanitation, using specific methodologies for eliminating oocysts and ensuring personal
hygiene aims to minimize the spread of the parasite and are important for controlling infections.
People with compromised immune systems, such as HIV/AIDS patients or transplant recipients,
are at greater risk of developing cryptosporidiosis and should take additional precautions, such
as avoiding contact with infected animals and drinking treated or boiled water. The
symptomatology, when present, is characterized by watery diarrhea, dehydration, abdominal
pain, weight loss and can lead the individual to death, especially children, the elderly and the
immunocompromised. Ildentifying potential reservoirs for cryptosporidiosis, expanding
knowledge in key areas, etiology, transmission, epidemiology, and host interactions will help
to reduce the number of cases of human infection. In addition, maintaining frequent studies and
compiling data is very important, so that more information is available to identify the possible

hosts that circulate among humans.

Keywords: Equus caballus, Cryptosporidium; Cryptosporidiosis; Public health.
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1 INTRODUCAO

Cryptosporidium (Tyzzer, 1907) foi descoberto em camundongos na década de 1980.
Este parasito protozoario intracelular despertou o interesse na atengao veterinaria € humana por
seu importante papel na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (Casemore, Sands e
Curry, 1985). O parasito pertence ao Filo Miozoa (Cavalier-Smith, 1987), Classe
Gregarinomorphea (Glass¢é, 1953), Familia Cryptosporidiidae (Leger, 1911) e género
Cryptosporidium. As espécies de Cryptosporidium sdo, cada vez mais, objeto de estudo em
virtude da sua associagdo com as doencas diarreicas agudas e cronicas (Carvalho, 2009) e pelo
protagonismo desse organismo como causador da doenca entérica em humanos e outros
animais (Morgan et al., 1999). Esses parasitos apresentam localizacdo intracelular e extra-
citoplasmatica ou epicelular (Marcial e Madara, 1986); sdo parasitos protozoarios de mucosa
do epitélio respiratorio, intestinal ou gastrica de varios vertebrados.

Cryptosporidium spp. pode parasitar uma gama de animais, incluindo répteis, aves,
peixes ¢ mamiferos como animais de fazenda, em especial ovinos, bovinos e animais de
companhia como gatos, caes e cavalos (Santin, 2013). A criptosporidiose foi observada pela
primeira vez em perus no ano de 1955 (Slavin, 1955), décadas depois, em 1970 e 1980,
infeccdes por Crypstosporidium spp. foram relatadas em ruminantes neonatos (Panciera,
Thomassen e Garner, 1971, Mason, Hartley e Tilt, 1981, Angus, Tzipori e Gray, 1982).

Em animais de companhia, as infec¢des por Cryptosporidium spp. sdo assintomaticas,
mas ja foi relatada a doenga clinica (em casos graves) em caes, gatos e cavalos, concomitante
com infec¢des ocasionais (Santin e Trout, 2007). Entre os equinos (E. caballus), a
criptosporidiose normalmente ¢ causada por C. parvum e, como nos outros animais, a
imunodeficiéncia aliada a idades extremas sdo fatores de risco para o desenvolvimento de
infeccdes sintomaticas (Xiao et al., 2004, Majewska et al., 2004). No Brasil temos poucos
estudos sobre Cryptosporidium spp. em cavalos (E. caballus) (Inacio et al., 2017, Ribeiro et al.,
2022) e, at¢é o momento, os estudos no diagnostico desse parasito protozoario foram
direcionados a bovinos, ovinos e animais de companhia caes e gatos.

A infecgdo por Cryptosporidium spp. € cada vez mais reconhecida como uma das causas
de doencas diarreicas em todo o mundo e em todas as faixas etarias. Anualmente, as doengas
diarreicas causam até 1,6 milhdo de mortes em todo mundo e a criptosporidiose causa até 20%
de todos os casos de diarreia em criangas nos paises em desenvolvimento (Helmy e Hafez
2022). Cryptosporidium ¢ responsdvel também por mais de 8 milhdes de casos de doengas

transmitidas por alimentos em todo mundo anualmente (Ryan et al., 2018). O acometimento da



infec¢do ocorre principalmente pela ingestao dos oocistos, durante o contato direto com as fezes
humanas ou de animais, por exposi¢do através de um veiculo de transmissdo, como agua
contaminada, alimentos ou fomites contaminados. Também ocorre a ciclagem assexuada no
trato gastrointestinal do hospedeiro, o que resulta na proliferagdo do parasito protozoario
mesmo que o ciclo sexual seja interrompido. Nesse ciclo sexual, ha a eliminacdo de oocistos
esporulados nas fezes, muitas vezes em grande nimero. Os oocistos encontrados nas fezes tém
paredes espessas € sdo extremamente resistentes a muitas pressoes do ambiente. Estes oocistos
sobrevivem bem em ambientes imidos ¢ sdo resistentes a muitos desinfetantes, incluindo o
cloro, principalmente em concentragdes normais (Chalmers e Davies, 2010).

Os grupos de pessoas consideradas de alto risco que podem ser expostas ao
Cryptosporidium incluem: (1) criangas em creches, (2) idosos (75 anos ou mais), (3) cuidadores
de criancgas e adultos que trocam fraldas, (4) pais ou acompanhantes de criancas infectadas, (5)
viajantes de/para areas endémicas, (6) pessoas que manuseiam animais ou passaros infectados,
(7) nadadores que engolem agua contaminada, (8) pessoas que foram sexualmente expostas a
fezes humanas, (9) pessoas que cuidam de outras pessoas infectadas, (10) pessoas que bebem
agua ndo tratada, como mochileiros, caminhantes e campistas (Centers for Disease Control and
Prevention, 2021), (11) receptores de transplantes de 6rgaos e (12) outros grupos ocupacionais
associados, como veterinarios, tratadores de animais (varredores, vacinadores, equipe de
debicagem, animais de estimacao, tutores e cacadores) (Helmy e Hafez, 2022).

Atualmente, considera-se que espécies como Cryptosporidium felis, Cryptosporidium
meleagridis e Cryptosporidium cuniculus (Puleston et al., 2014) e um parasito de coelhos
possam ser causadores de surtos, além do Cryptosporidium parvum, em humanos e animais.
Nos grupos de Crysptosporidium spp. causadores de surtos, ainda temos as espécies
Cryptosporidium hominis € Cryptosporidium canis (Xiao, 2010, Xiao e Ryan, 2007, Chalmers
et al., 2009). Outras espécies e genotipos ainda ndo sdo conhecidos como patogénicos para o
ser humano, necessitando mais estudos e investigagoes.

De acordo com o relatério epidemiologico anual de 2014 do ECDC (European Centre
for Disease Prevention and Control, 2014), a identificacdo de surtos de criptosporidiose
depende de diagnostico e vigilancia precisos. A falta de diagnostico laboratorial € um relevante
fator para subnotificagdo de surtos e elemento importante para atividades de aconselhamento
para a prevengao da propagacao (European Centre for Disease Prevention and Control, 2014).

A doenga causada por Cryptosporidium spp. varia dos graus leve a moderado ou grave,
levando em conta o estado nutricional, sitio onde ela ocorre e estado imunoldgico do paciente.

A infec¢ao humana pode resultar da transmissao zoonética (Xiao, 2010). As infec¢des por



Cryptosporidium em humanos geralmente resultam em sintomas gastrointestinais,
principalmente diarreia Umida profusa. Alguns pontos-chave sobre as infec¢des por
Cryptosporidium em pessoas saudaveis e com sistema imunolégico saudavel, a infecgao pode
causar além da diarreia timida profusa, coélicas abdominais, nauseas e vomitos. Esses sintomas
geralmente sdo autolimitados, o que significa que eles geralmente desaparecem por conta
propria ap6s algumas semanas (Santin, 2020). Em pacientes imunocompetentes, a
criptosporidiose ¢ uma doenga autolimitada, porém, a criptosporidiose cronica acontece quando
o sistema imune do hospedeiro ndo consegue eliminar o parasito. Para os imunocomprometidos,
como bebés, pessoas em processo adiantado de desnutricdo ou portadores de doengas pré-
existentes (por exemplo, infec¢do por HIV ndo tratada) os sintomas podem ser prolongados,
graves e até mesmo fatais (Checkley et al., 2015).

O género Cryptosporidium inclui varias espécies que podem infectar humanos e outros
animais. Entre essas espécies, C. hominis e C. parvum as mais frequentemente detectadas em
infeccoes humanas, o C. hominis ¢ altamente adaptado a infectar os seres humanos e esta
associado a surtos em ambientes comunitarios (Khan et al., 2019). O C. parvum embora possa
infectar humanos estad amplamente associado a infec¢des em animais, no entanto, as pessoas
que tenham contato direto com animais infectados como agricultores ou trabalhadores da
industria de laticinios ficam mais propensos (Dardbus et al., 2023). E importante prevenir a
transmissao de doencas, reduzindo e eliminando oocistos nos ambientes, isolar os animais e

desinfetar as superficies (Helmy e Hafez, 2022).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes de cavalos (E.
caballus) estabulados através de coleta apds evacuacao e, desta maneira, fazer inferéncia sobre

a sanidade destes equinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O objetivo deste estudo foi investigar se animais de trabalho saudaveis estabulados com
acompanhamento de médico veterinario e tratadores, abrigam infec¢des parasitarias zoonoticas
(Overgaauw et al., 2009). Pesquisar a presenca de Cryptosporidium spp. em equinos (E.
caballus) ¢ importante para se obter dados sobre as condi¢des destes animais e rastrear
potenciais hospedeiros e, para tanto, pretende-se:

a) Analisar a presenca de Cryptosporidium spp. em fezes de equinos (E. caballus);

b) Correlacionar com sinais clinicos e tratamento prévio;

c) Identificar equinos (E. caballus) como potenciais hospedeiros de Cryptosporidium

Spp.
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3 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Conclui-se com base nas analises dos registros recebidos e nas informagdes obtidas nas
planilhas individuais que mesmo estes equinos (E. caballus) mantendo contato com caes
pombas e roedores, ainda assim se mantém isentos de infec¢cdo pelo parasito. Além disso, os
resultados podem variar dependendo de diversos fatores, como o tipo especifico do parasito em
questdo, a resisténcia imunolédgica dos animais envolvidos, as condigdes ambientais e a
extensdo do contato com outros animais.

Este trabalho fornece uma visdo ampla da importancia clinica da infec¢do por
Cryptosporidium spp. em animais de trabalho em uma cavalaria no sul do Brasil. Entretanto,
sd0 necessarias analises mais abrangentes e maior numero amostral com cavalos (E. caballus)
para confirmar nossos achados.

A criptosporidiose ¢ uma doenga reconhecida mundialmente em humanos. Das espécies
conhecidas e validas, apenas o C. parvum ¢ comum aos humanos e outros mamiferos. Muitos
estudos sao realizados, para continuar a monitorar ¢ entender a situagao da infeccdo por
Cryptosporidium spp. em cavalos (E. caballus) e em seu ambiente. Portanto, seguir com
pesquisas nesse sentido ¢ fundamental para determinar a prevaléncia do parasito em
hospedeiros diversos e elucidar a epidemiologia das infec¢des, pois os animais sao potenciais
reservatorios para as infeccoes humanas. Esses estudos ajudam a reduzir a disseminacao da
infeccdo, protegendo tanto os cavalos (£. caballus) quanto as pessoas que trabalham com eles,
especialmente para os cocheiros e tratadores que t€ém contato préximo com esses animais.

O aumento do interesse em Cryptosporidium spp. pela Medicina Veterinaria estéa
diretamente ligado a necessidade de proteger a saude publica, garantir a seguranca da dgua
potavel e implementar medidas eficazes de preven¢ao e controle da criptosporidiose em animais
e humanos.

Ao entender melhor a epidemiologia e a ecologia de Cryptosporidium spp. em animais,
os médicos veterindrios podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
prevencao e controle da criptosporidiose. Isso inclui medidas como a adog¢do de boas praticas
de higiene, implementacao de protocolos de capacitacdo, educagdo dos proprietarios de animais
sobre o0s riscos e a importancia do monitoramento regular da qualidade da agua.

Enfim, mais estudos devem ser desenvolvidos com cavalos (E. caballus) e outros
animais de companhia, trabalho ou recreag@o para ampliar o conhecimento e promover o avango

das pesquisas sobre o tema.
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Potential reviewers: Authors must provide names and contact information (e-mail
address and institutional affiliations) of three potential unbiased reviewers, from an institution
different from that of the authors.
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Running Title: The running title may include up to 100 characters.
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words and must be structured with the following headings: Introduction, Methods, Results, and
Conclusions. The use of abbreviations should be avoided.
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information (all relevant positive and negative findings) revealed by the study. Avoid repeating
in the text the data presented in the tables or illustrations and use past tense to write the results.

Discussion: The discussion section should be limited to the significance of the new
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After Acceptance: Once a manuscript is accepted for publication, the publication
process includes the following steps:

a) A copyright assignment form, provided by the journal’s secretary and signed by the
authors, must be returned to the journal.

b) Proofs will be sent to the corresponding author to be carefully checked for typesetting
accuracy. Changes or additions to the edited manuscript cannot be allowed at this stage of the
editing process. The corrected proofs should be returned to the journal as soon as possible after
their receipt by the corresponding author.

¢) Erratum requirements will only be accepted in case of confirmation of the fault on
part of the technical staff of Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine.

d) Accepted articles will be available in a continuous publication modality online on
SciELO database.

Page Charges: There will be no page charges for publication in this journal.
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of Tropical Medicine does not provide any kind of translation service.

Workflow

SUBMISSION WORKFLOW OF REVISTA DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA TROPICAL/JOURNAL OF THE BRAZILIAN SOCIETY OF TROPICAL
MEDICINE

All manuscripts to be considered for publication in Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical/Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine should be
submitted in electronic form via the online submission system
(http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo).

Journal’s review policy (workflow):

1 — All manuscripts submitted for publication in the journal are initially evaluated by the
journal’s administrative staff to ensure that the text complies with the journal’s rules.

2 — Manuscripts that meet the standards of the journal are evaluated by the Editor, Associate
Editors, or Section Editors to determine whether they fit into the scope and editorial policy of
the journal. Subsequently, the administrative staff sends these manuscripts to the Editor-in-
Chief.

3 — The Editor-in-Chief (or Associate/Section Editors) assigns the manuscript to the reviewers.
4 — Each submitted manuscript is sent to at least two reviewers in a double-blinded manner, and
a statistical reviewer for evaluation and generation of a reasoned report (peer-review system),
which is used by the editors to decide whether to accept the manuscript or not. In case of
difference of opinion among the reviewers, the manuscript is sent to a third reviewer to help
reach a final decision by the journal’s editorial board.

5 — Reviewer comments (free form review) are forwarded to the corresponding author to
address the queries raised by the reviewers.

6 — The authors must respond to the queries, point by point, of each reviewer, highlighted with
a different color in the text and return a revised version of the manuscript in accordance with
the journal’s guidelines. The revised version is sent back to the reviewers, who provide a final
and reasoned report on the manuscript.
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7 — Reviewers’ scores of the manuscript and the authors’ responses are analyzed by the Editor,
Associate Editors, or Section Editors.

8 — The Editor-in-Chief makes the final decision regarding acceptance or rejection of the
manuscript for publication.

9 — The final editorial decision is sent to the authors.

10 — After this step, the editing process is initiated. The accepted manuscripts are sent for
English editing and proper review.

11 — The English review results and edited document are sent to the authors for analysis. The
authors must state whether they accept the edited version.

12 — Next, the layout process begins. The journal will communicate closely with the
corresponding author regarding figures, tables, photographs, maps, illustrations, and the
article’s general format.

13 — Authors must disclose any conflicts of interest or financial support and must provide a
signed copyright assignment form.

14 — Proofs are sent to the corresponding author to be checked, along with all co-authors for
typesetting accuracy.

15 — The final version of each manuscript will be available in 100% open access
at http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_issues&pid=0037-8682&Ing=en&nrm=iso



