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OLIVEIRA, Juliana Silva. Ocorrência de Cryptosporidium parvum em bezerros 
leiteiros de estados brasileiros. 2020. 70 f. Dissertação (Mestrado em Ciência 
Animal) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020. 

RESUMO 

A criptosporidiose, uma importante zoonose amplamente distribuída no mundo, é 
causada pelo Cryptosporidium spp. Até o presente momento, são conhecidas 38 
espécies de Cryptosporidium, sendo duas delas com maior potencial zoonótico: C. 
parvum e C.meleagridis. Bovinos podem ser infectados por quatro espécies: C. 
parvum, C. andersoni, C. bovis e C. ryanae, e são importantes fontes de infecção para 
os seres humanos. O objetivo deste estudo foi verificar a presença, caracterizar as 
espécies e determinar os fatores associados ao Cryptosporidium spp. em bezerros de 
propriedades leiteiras em rebanhos de oito estados brasileiros. 408 amostras de fezes 
de animais entre um e 60 dias de idade, provenientes de 39 propriedades localizadas 
em 33 cidades de oito estados do Brasil, foram analisadas. Foi aplicado questionário 
epidemiológico ao responsável pelo rebanho, contendo questões referentes ao 
ambiente, saneamento, manejo sanitário e reprodutivo, características dos animais 
(idade e sexo) e das amostras enviadas (características das fezes). A triagem das 
amostras foi realizada pela técnica de Ziehl-Neelsen modificado. As amostras 
positivas foram submetidas à nested PCR e a identificação das espécies foi realizada 
pela técnica polimorfismo de comprimento do fragmento de restrição (RFLP) em 
amostras com maior carga parasitária (escore três e quatro cruzes). Como resultado, 
89,7% das propriedades (35/39) e 52,9% (216/408) das amostras analisadas foram 
positivas para Cryptosporidium spp. pela técnica de Ziehl-Neelsen. Na nested PCR 
observou-se uma frequência de 54,6% (118/216) e em todas as 56 amostras 
submetidas à RFLP detectou-se a espécie C. parvum. À análise das associações, a 
presença de diarreia (p≤0,001), a faixa etária entre sete e 28 dias (p≤0,001) e a água 
proveniente de mina (p=0,001) foram fatores associados ao risco de criptosporidiose 
nos animais. Em contrapartida, o sistema de manejo para bezerros tipo “casinha” 
(p=0,024) foi associado à proteção contra a infecção. Estes achados indicam a 
circulação do parasita no rebanho bovino de estados brasileiros, com ênfase à espécie 
zoonótica C. parvum, e apontam para os cuidados quanto à fonte de água dos 
animais, local de permanência dos bezerros na propriedade e idade inferior a quatro 
semanas. 
 
Palavras-chave: nested PCR. RFLP. Criptosporidiose. Bovinocultura leiteira. 
 



 

 
 

OLIVEIRA, Juliana Silva. Occurrence of Cryptosporidium parvum in dairy calves 
from brazilian states. 2020. 70 p. Dissertation (Master’s degree in Animal Science) – 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020. 

ABSTRACT 

Cryptosporidiosis, an important zoonosis widely distributed worldwide, is caused by 
Cryptosporidium spp. Until the present moment, are known 38 species of 
Cryptosporidium, two of them with greater zoonotic potential: C. parvum and 
C.meleagridis. Cattle can be infected by four species: C. parvum, C. andersoni, C. 
bovis and C. ryanae and are important sources of infection to humans. The aim of this 
study was to verify the presence, characterize the species and determine the factors 
associated with Cryptosporidium spp. in dairy calves in herds on eight Brazilian states. 
408 samples of animal feces between one and 60 days old, from 39 properties located 
in 33 cities of eight states on Brazil, was analyzed. An epidemiological questionnaire 
was applied to the responsible for the herd, containing questions related to the 
environment, sanitation, sanitary and reproductive management, animal 
characteristics (age and sex) and of the samples sent (characteristics of the feces). 
Sample screening was performed using the modified Ziehl-Neelsen technique. Positive 
samples were submitted to nested PCR and species identification was performed 
using the restriction fragment length polymorphism (RFLP) technique in samples with 
a higher parasitic load (score three and four crosses). As a result, 89.7% of the 
properties (35/39) and 52.9% (216/408) of the analyzed samples were positive for 
Cryptosporidium spp. by the Ziehl-Neelsen technique. In the nested PCR, a frequency 
of 54.6% (118/216) was observed and in all 56 samples submitted to RFLP, the specie 
C. parvum was detected.  There was a higher prevalence of the parasite in animals 
aged 7 to 28 days (62.6%). When analyzing associations, the presence of diarrhea 
(p≤0.001), the age range between seven and 28 days (p≤0.001) and water from mine 
(p = 0.001) were factors associated with the risk of cryptosporidiosis in animals. In 
contrast, the management system for “house” calves (p = 0.024) was associated with 
protection against infection. These findings indicate the circulation of the parasite in 
bovine herd in Brazilian states, with emphasis in the zoonotic specie C. parvum, and 
point for care regarding the animals' water source, where the calves stay on the 
property and age less than four weeks. 
 
Key-words: nested PCR. RFLP. Cryptosporidiosis. Dairy cattle.  
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1 INTRODUÇÃO

Uma variedade de enfermidades pode ser transmitida entre bovinos e humanos,

entre  elas  a  criptosporidiose,  que  tem  se  destacado  como  uma  importante  zoonose

acometendo  principalmente  indivíduos  imunocomprometidos,  idosos  e  crianças

(MEIRELES, 2010).

Nos  rebanhos,  a  criptosporidiose  é  responsável  por  perdas  econômicas

significativas tanto em países desenvolvidos quanto aqueles em desenvolvimento (XIAO

et al., 2004; REBOREDO-FERNANDEZ et al., 2015).  Estas perdas estão associadas ao

óbito dos animais jovens, retardo no crescimento, gastos com tratamento e quedas na

produção  quando  animais  adultos  são  acometidos  (VARGAS  et  al.,  2014).  Acomete

bovinos entre uma a três semanas de idade, podendo afetar também animais com mais

de um mês de idade e adultos (QUÍLEZ et al., 1996). A prevalência em bovinos de leite é

maior, quando comparada a bovinos de corte, devido ao fato do contato entre os animais

ser maior na bovinocultura leiteira (KVAC; KOUBA; VÍTOVEC, 2006).

O agente causador,  Cryptosporidium spp. é classificado como um protozoário do

filo Apicomplexa, família Cryptosporiidiidae, gênero Cryptosporidium (FAYER et al, 2008),

entretanto, novas evidências sugerem que o gênero Cryptosporidium está mais próximo

da  subclasse  Gregarina  (CLODE;  KOH;  THOMPSON,  2015)  pela  semelhança  no

desenvolvimento e metabolismo. Humanos podem ser acometidos por oito espécies  (C.

hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis, C. muris e C. andersoni)

(XIAO et al., 2004; CACCIÒ et al., 2005), no entanto  C. hominis e  C. parvum são mais

frequentemente detectados (CACCIÒ et al., 2005). Já bovinos podem ser infectados por

quatro espécies de Cryptosporidium, sendo elas: C. parvum, C. andersoni, C. bovis e C.

ryanae (XIAO, 2010).

A forma infectante,  o  oocisto,  é  pequeno e  esférico  (4-8µm) contendo em seu

interior  quatro  esporozoítos,  e  é  eliminado  esporulado  no  ambiente,  sendo  capaz  de

infectar  novos  indivíduos  (XIAO;  FAYER,  2008).  O  parasita  é  altamente  resistente,

permanecendo  por  longos  períodos  no  ambiente  e  na  água  (THOMPSON;  PALMER;

O’HANDLEY, 2008), sendo resistente ao cloro e à grande parte dos tratamentos hídricos

mais utilizados (DUHAIN; MINNAAR; BUYS, 2012).

A  infecção  pode  ocorrer  de  forma  direta  ou  indireta,  sendo  a  via  fecal-oral

considerada  a  mais  importante  (RYAN;  FAYER;  XIAO,  2014).  Humanos  e  animais

adquirem a doença por meio do contato direto com pessoas e animais infectados (XIAO,
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2010),  esterco, água e/ou alimentos contaminados ou manipulados de forma incorreta

(MAWLY et al., 2015).

Em  humanos,  a  doença  pode  ocasionar  deficiência  nutricional  e  atraso  no

crescimento (XIAO  et al., 2004), além de enterite grave e desidratação, que em casos

mais  severos  podem  levar  à  morte  (ROSSIT  et  al.,  2007).  Animais  acometidos  por

criptosporidiose desenvolvem diarreia, desidratação e retardo no crescimento podendo

evoluir para um quadro grave de enterite e consequentemente óbito (FAYER et al., 1990).

No  Brasil,  estudos  realizados  em  rebanhos  de  bovinos  leiteiros  relataram  a

presença  destes  parasitas  nas  fezes  dos  animais.  No  estado  de  São  Paulo  as

prevalências variaram de 3% a 57% (FEITOSA et al., 2008; SEVÁ et al., 2010). Em Minas

Gerais, esta variação foi de 5,33% a 40% (OLIVEIRA FILHO  et al., 2007; LIMA  et al.,

2013). No Paraná as prevalências observadas foram de 10,2% e 15,3% (TOLEDO et al.,

2017; HOLSBACK et al., 2018). Em estudos realizados abrangendo os estados de Goiás,

Mato  Grosso do Sul,  Rio  de  Janeiro,  Espírito  Santo,  Rio  Grande do Sul  e  Ceará  as

prevalências variaram de 6,5% a 50,4% (COELHO et al., 2016; CRUVINEL et al., 2019).

Estes  estudos  demonstram  a  presença  de  Cryptosporidium spp.  no  Brasil  e  a

necessidade de avaliar quais fatores estão associados com a ocorrência do parasita no

rebanho brasileiro. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Histórico

Em  1907,  Ernest  Edward  Tyzzer  fez  a  primeira  descrição  do  gênero

Cryptosporidium spp. ao encontrar o parasito em glândulas gástricas de camundongos de

laboratório e deu a nova espécie o nome de C. muris  (TYZZER, 1910). Posteriormente,

em 1912, o autor descreveu uma nova espécie, o  C. parvum,  também observada em

camundongos, porém apresentando um tamanho menor e infectando o intestino delgado

(TYZZER, 1912). Mais tarde, em 1955, Slavin encontrou, no íleo de perus jovens com

diarreia, um coccídio com ciclo e características semelhantes ao descrito por Tyzzer e o

nomeou C. meleagridis (SLAVIN, 1955). 

Em meados  de 1970,  casos  esporádicos de surtos  de diarreia  em animais  de

criação passaram a ser relatados e em 1971 foi encontrado o parasito pela primeira vez

em bezerros com diarreia (PANCIERA; THOMASSEN; GARNER, 1971).

Os primeiros relatos em humanos aconteceram em 1976, nos Estados Unidos da

América, sendo o primeiro uma criança imunocompetente de três anos de idade moradora

de área rural e o segundo um paciente de 30 anos imunossuprimido devido ao tratamento

com  corticosteroides.  Ambos  foram  diagnosticados  por  meio  de  biópsia  da  mucosa

intestinal e tiveram cura espontânea (MEISEL, 1976; NIME, 1976). Casos esporádicos em

crianças  e  adultos  imunocompetentes  e  imunodeficientes  foram  surgindo  até  1981,

quando  a  partir  de  então  o  crescimento  no  número  de  casos  da  Síndrome  da

Imunodeficiência  Adquirida  (SIDA)  fez  com  que  aumentassem  significativamente,

configurando uma possível  relação da criptosporidiose com imunodeficientes  (FAYER;

MORGAN; UPTON, 2000; HUBER et al., 2007; ARAÚJO et al., 2008). 

A partir  de 1986 estudos epidemiológicos descreveram a criptosporidiose como

causa de diarreia em pacientes imunodeprimidos e em crianças, e demonstraram sua

distribuição em várias regiões. Começaram então os esforços para a compreensão dos

modos de transmissão e seu caráter zoonótico, tendo poucos avanços nos métodos de

profilaxia e tratamento até o final da década.

No Brasil, na cidade de Botucatu, Modolo  et al. em 1988, foram os primeiros a

relatar a criptosporidiose em bovinos de leite em propriedades com surto de diarreia. Um

total de 23 bezerros foram avaliados, e destes, apresentaram resultado positivo 26% dos

animais menores de 30 dias de idade e 23% dos animais com mais de 30 dias.
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2.2 Taxonomia e Morfologia

Cryptosporidium  spp.  é  um  protozoário  do  filo  Apicomplexa,  subclasse

Cryptogregaria,  ordem  Cryptogregarida.  O  filo  Apicomplexa  caracteriza  parasitas

eucariotos que possuem o complexo apical em algum estágio de seu ciclo, sendo este

complexo  responsável  pela  invasão  celular  do  parasita  (RYAN;  FAYER;  XIAO,  2014;

THOMPSON;  KOH;  CLODE,  2016).  Embora  classificado  por  muito  tempo  como

pertencente à subclasse Coccidia devido à semelhança no ciclo biológico e morfologia

(LEVINE, 1988) estudos recentes apontam que este protozoário esteja mais próximo da

subclasse  Gregarina,  devido  a  fatores  como:  resistência  a  anticoccídios;  variedades

morfológicas dependentes  da disposição nutricional  do meio;  diferentes tamanhos em

estágios distintos de desenvolvimento; ocorrência de oocistos de parede fina e parede

grossa; forma de ligação do parasita à célula do hospedeiro (organela alimentar na base

do  vacúolo  parasitóforo);  desenvolvimento  no  hospedeiro  intracelular  porém

extracitoplasmático;  oocistos  pequenos  e  ausência  de  estruturas  como  esporocisto,

micrópila  e  grânulos  polares;  reação  cruzada  de  anticorpos  monoclonais  para

Cryptosporidium spp.  com  Gregarinas  e  evidências  de  estágios  extracelulares

semelhantes aos gamontes (encontrados nos ciclos de vida das Gregarinas) (CLODE;

KOH; THOMPSON, 2015; RYAN; HIJJAWI, 2015).

Os oocistos de Cryptosporidium spp. são pequenos, de formato esférico ou ovoide,

medem de 4-8 μm, não sendo possível identificá-los quanto à sua espécie por meio de

microscopia óptica (XIAO; FAYER, 2008). Quando esporulados, os oocistos apresentam

em seu  interior  quatro  esporozoítos,  que caracterizam a  forma infectante  do parasita

(XIAO  et  al.,  1999).  Quando  realizadas  técnicas  de  visualização  microscópica  por

coloração, exemplo Ziehl-Neelsen modificado ou Azul de Metileno, existe a possibilidade

de ocorrerem falsos resultados positivos, pois em amostras fecais estes oocistos podem

ser facilmente confundidos com algas ambientais, esporos, leveduras e outros achados

(MEIRELES, 2010).

A morfologia das espécies de  Crypstosporidium spp.é bastante semelhante, e a

taxonomia  das  espécies  do  gênero  vem  sendo  realizada  com  o  uso  de  métodos

moleculares  aliados  a  estudos  morfológicos,  biológicos  ou  de  especificidade  por

hospedeiros (XIAO; CAMA, 2006).

 Já foram descritas 38 espécies de Cryptosporidium spp. e mais de 60 genótipos

diferentes,  agrupados  de  acordo  com  a  classe  de  hospedeiros,  infectando  desde
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mamíferos até aves, peixes, répteis e anfíbios. Em humanos, 17 espécies e três genótipos

foram relatadas: C. hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C.

ubiquitum, C. viatorum, C. muris, C. suis, C. fayeri, C. andersoni, C. bovis, C. scrofarum,

C. tyzzeri,  C. erinacei, C. xiaoi  e genótipos Cryptosporidium  horse, skunk e chipmunk

(RYAN; FAYER; XIAO, 2014; ZAHEDI et al., 2016; KHAN; SHAIK; GRIGG, 2018; RYAN;

HIJJAWI; XIAO, 2018). Dentre as espécies citadas, as mais encontradas são: C. hominis,

C.  parvum e  C.  meleagridis,  sendo  as  duas  últimas  zoonóticas  e  destacando-se  C.

parvum como a mais frequente e com maior potencial zoonótico (RYAN; FAYER; XIAO,

2014). Em bovinos foram descritas quatro espécies, sendo elas: C. parvum,  C. bovis, C.

andersoni e  C. ryanae, predominando a ocorrência de  C.parvum em gado leiteiro e de

corte  (FAYER  et  al.,  2006;  FAYER;  SANTÍN;  TROUT,  2007;  GEURDEN  et  al.,  2007;

SZONYI et al., 2008; XIAO, 2010). 

2.3 Ciclo de Vida

 O ciclo de vida é monoxeno (um único hospedeiro), com dois ciclos, sendo um

intracelular e extracitoplasmático e outro extracelular (KOH et al., 2013). 

O ciclo  se  inicia  (Figura  1)  quando  um hospedeiro  susceptível  ingere  oocistos

viáveis presentes no ambiente, na água, em alimentos contaminados e/ou nas fezes de

animais e pessoas infectadas. No interior do trato gastrointestinal, a parede dos oocistos

se rompe liberando quatro esporozoítos infectantes que,  de forma ativa,  procuram as

células epiteliais na superfície luminal e são englobados pelas microvilosidades, induzindo

a formação do vacúolo parasitóforo e formando no ponto de fixação uma organela de

nutrição (CHALMERS; DAVIES, 2010). O esporozoíto se diferencia em trofozoíto, que por

meio de reprodução assexuada gera merontes do tipo I com vários merozoítos. Estes

merozoítos do tipo I rompem o enterócito e são liberados, infectando novas células do

epitélio e geram novos merozoítos do tipo I, ou originam merontes do tipo II, que sofrem

transformação  e  formam  micro  ou  macrogamontes  que  dão  origem  a  micro  ou

macrogametócitos respectivamente, caracterizando a fase sexuada do ciclo (SMITH et al.,

2007). 

O macrogametócito é fecundado pelo microgametócito e forma o zigoto, que sofre

meiose gerando quatro esporozoítos, ou seja, o processo de esporulação ocorre no trato

gastrointestinal do hospedeiro e os oocistos são eliminados já em sua forma infectante

(CLODE; KOH; THOMPSON, 2015). Nesta etapa dois tipos de oocistos são gerados: de
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parede  fina,  aproximadamente  20%,  que  rompem  na  luz  do  trato  gastrointestinal  do

hospedeiro  gerando  uma  autoinfecção;  e  oocistos  de  parede  grossa,  que  são  mais

resistentes e eliminados juntos com as fezes (XIAO et al., 2004; SMITH et al., 2007; DEL

COCO;  CÓRDOBA;  BASUALDO,  2009).  Um  animal  infectado  pode  eliminar

aproximadamente 2,5 x 1010 oocistos por infecção (ATWILL et al., 1998).

Figura 1. Ciclo biológico de Cryptosporidium spp.

                                    Fonte:http://www.cdc.gov/parasites/images/crypto/cryptosporidium_lifecycle.gif

2.4 Patogenia em bovinos

A  infecção  por  Cryptosporidium spp.  apresenta  caráter  autolimitante  e  causa

quadros de diarreia intensa em animais jovens, raramente sendo observada em bovinos

adultos. A causa desta resistência em animais mais velhos está relacionada às alterações

na  flora  e  maturação  do  epitélio  intestinal,  associadas  a  uma resistência  ao  parasita

resultante de uma resposta imune pela exposição ao parasita (HARP, 2003). 

http://www.cdc.gov/parasites/images/crypto/cryptosporidium_lifecycle.gif


20
As taxas de mortalidade são variáveis, sendo raramente observadas em rebanhos

endêmicos, contudo, as taxas de morbidade podem chegar a 100% (THOMPSON et al.,

2008; SANTÍN; TROUT; FAYER, 2008).

A infecção localiza-se, principalmente, na porção distal do intestino delgado, porém

as lesões podem se estender pelo ceco, cólon, duodeno e até abomaso (GRAAF et al.,

1999).  No  abomaso,  o  parasito  causa  dilatação  das  glândulas  peptídicas  e  pilóricas,

hipertrofia  da  mucosa  gástrica  e  aumento  da  espessura  do  epitélio  (O´HANDLEY;

OLSON,  2006);  estas  alterações  aumentam  o  pH  gástrico,  diminuem  a  digestão  de

proteínas e inibem a função proteolítica  (ANDERSON, 1987).  No intestino,  a  invasão

celular pelo Cryptosporidium spp. causa atrofia das vilosidades intestinais, hiperplasia das

criptas, perda de células epiteliais e da borda em escova das microvilosidades, resultando

em diarreia por má absorção (O´HANDLEY; OLSON, 2006).

Os sinais clínicos se manifestam três a cinco dias após a infecção e podem durar

entre  oito  e  18  dias,  se  caracterizam  por  diarreia  secretória  e  de  má  absorção,  de

coloração  amarelada  pálida,  podendo  ser  aquosa  ou  mucoide;  depressão;  anorexia;

letargia e dor abdominal (O´HANDLEY; OLSON, 2006). A gravidade e a duração variam

de acordo com a espécie de  Cryptosporidium  spp.  e  de infecções concomitantes por

bactérias, vírus e outros parasitas. Em casos severos, os bezerros podem vir a óbito por

desidratação, acidose metabólica e colapso cardiovascular (O´HANDLEY; OLSON, 2006).

Os animais  que sobrevivem podem levar  de  quatro  a  seis  semanas para  total

recuperação e apresentam perda no ganho de peso; queda na eficiência alimentar e, no

caso de adultos infectados cronicamente, queda na produção leiteira (OLSON et al., 2004;

O´HANDLEY; OLSON, 2006).

2.5 Epidemiologia

A criptosporidiose apresenta  distribuição mundial  e  tem grande prevalência  em

países menos desenvolvidos. Já foi relatada em mais de 106 países, exceto a região da

Antártica (RYAN; FAYER; XIAO, 2014; XIAO; FAYER, 2008). A criptosporidiose é uma

zoonose,  porém  não  há  a  obrigatoriedade  de  notificação  de  casos  humanos  ou  em

animais. Dessa forma, não existem dados concretos sobre a real incidência global e sua

prevalência pode variar devido a diferentes formas de diagnosticar, à falta de acesso a

serviços  de  saúde  e  à  ausência  de  diagnóstico  em  pacientes  com  sintomas

gastrointestinais (XIAO; FAYER, 2008; WIDERSTRÖM et al., 2014). Em bovinos, estudos
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de prevalência conduzidos no mundo (Tabela 1) demonstram variações de 2,55% a 78%,

predominando as prevalências mais elevadas em animais jovens com até duas semanas

de idade (SANTIN; TROUT; FAYER, 2008). 

Tabela 1 – Prevalência/ocorrência de Cryptosporidium spp. em bovinos no mundo, no 

período de 2000 a 2018.

Autor Ano Local N⁰ de 

amostras

Prevalência/

Ocorrência % (n)

Método Idade dos 

animais(dias)

Lefay et al. 2000 França 1628 17,9 (292) ELISA 4 - 12

Uga et al. 2000 Japão 480 23,0 (116) Sheater ≤ 30

Castro-Hermida et 

al.

2002 Espanha 844 47,9 (404) Heine < 21

Santín et al. 2004 EUA 971 35,5 (345) Microscopia 5 dias – 11m 

Trotz-Williams 2005 Canadá 500 40,6 (203) Sheater 7 - 21 

Fayer et al. 2006 EUA 571 11,9 (68) Sheater 12 - 24

Mendonça et al. 2007 Portugal 291 25,4 (74) Kinyoun -

Trotz-Williams 2007 Canadá 919 78,0 (721) PCR < 30

Brook et al. 2008 Inglaterra 215 28,0 (60) Ziehl-

Neelsenm 

média  26 

Del Cocco et al. 2008 Argentina 280 17,0 (48) Ziehl-

Neelsenm 

≤ 30

Santín et al. 2008 EUA 990 19,2 (190) PCR 1 - 24 m

Ayinmode; 

Fagbemi

2010 Nigéria 406 23,4 (95) Kinyounm ≤ 12 m

Karanis et al. 2010 Japão 80 75,0 (60) PCR 3 - 45

Cano-Romero et al. 2011 México 272 35,7 (97) Kinyounm 1 – 156 

Días-Lee et al. 2011 Chile 205 56,1 (115) Auramina 4 – 28 

Ouchene et al. 2014 Algéria 360 26,1 (94) Ziehl-

Neelsenm 

1 – 365

Delafosse et al. 2015 França 968 41,5 (402) Heine 7 - 21

Mawly et al. 2015 Nova 

Zelândia

97 

fazendas

65,0 (63) IFA* 1 - 21

Garro et al. 2016 Argentina 552 16,3 (90) Kinyoun ≥ 20

Li et al. 2016 China 822 2,55 (21) Sheater -

Fan et al. 2017 China 339 15,5 (53) PCR 1 - 84

Hingole et al. 2017 India 145 34,4 (50) Ziehl-

Neelsenm; 

Sheater; PCR

1 - 90

Continua



22
Conclusão

Tabela 1 – Prevalência/ocorrência de Cryptosporidium spp. em bovinos no mundo, no 

período de 2000 a 2018.

Autor Ano Local N⁰ de 

amostras

Prevalência/

Ocorrência % (n)

Método Idade dos 

animais(dias)

Inpankaew et al. 2017 Tailândia 500 7,8 (39) PCR -

Laatamna et al. 2018 Algéria 289 36,7 (106) Ziehl-

Neelsenm

1 - ≥ 6m

Liang et al. 2018 China 1440 4,38 (63) PCR -

Manyazewal et al. 2018 Ethiopia 392 18,6 (73) Ziehl-

Neelsenm; 

-

Fonte: o próprio autor
m Método modificado

M - Meses

No Brasil, as prevalências em bovinos leiteiros (Tabela 2) variam de 3% a 57%,

com maior ocorrência em animais até dois meses de idade (FEITOSA et al., 2004).

Tabela 2 – Prevalência/ocorrência de Cryptosporidium spp. em bovinos no Brasil, no 

período de 2004 a 2019.

Autor Ano Local N⁰ de 

Amostras

Prevalência

ocorrência % (n)

Método Idade dos 

animais(dias)

Feitosa et al. 2004 SP 459 12,4 (57) Sheater ≥ 30

Oliveira Filho et al. 2007 MG 130 40,0 (30) Ziehl-

Neelsenm

≤ 63

Feitosa et al. 2008 SP 459 12,4 (57) Sheater ≤ 30

Sevá et al. 2010 SP 197 3,0 (6) Sheater ≤ 90

Meireles et al. 2011 SP 196 10,7 (21) PCR ≤ 30

Silva Júnior et al. 2011 MG 356 21,6 (-) Ziehl-

Neelsenm

< 12m*

Lima et al. 2013 MG 300 5,3 (16) Verde 

malaquita

15 - 365

Paz e Silva; Lopes;

Araújo Júnior

2013 SP 200 14,0 (28) PCR -

Coelho et al. 2016 GO; MG; 

MS; SP

184 6,5 (12) PCR < 365

Continua
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Conclusão

Tabela 2 – Prevalência/ocorrência de Cryptosporidium spp. em bovinos no Brasil, no 

período de 2004 a 2019.

Autor Ano Local N⁰ de 

Amostras

Prevalência

ocorrência % (n)

Método Idade dos 

animais(dias)

Toledo et al. 2017 PR 937 10,2 (96) Ziehl-

Neelsenm

≤ 24 m

Holsback et al. 2018 PR 216 15,3 (33) PCR -

Cruvinel et al. 2019 CE; ES; 

MG; PR; 

RJ; SC; 

SP; RS; 

361 50,4 (182) Ziehl-

Neelsenm

1 - 135

Fonte: o próprio autor. 
m - meses

                                                                                                                                      

2.6 Diagnóstico

Os  métodos  de  diagnóstico  para  detecção  de  Cryptosporidium spp.  incluem:

observação direta e concentração aliadas a técnicas de coloração; métodos moleculares

e técnicas imunológicas.

O  diagnóstico  de  criptosporidiose  demanda  o  uso  de  técnicas  variadas  para

detecção e identificação da espécie do parasito, e quando empregada microscopia óptica,

profissionais bem treinados com vasta experiência,  pois os oocistos e outros estágios

evolutivos  do parasito  são menores que de outros  coccídios e muito  semelhantes  as

leveduras,  o  que  pode  resultar  em  resultados  falsos  positivos  (FAYER;  MORGAN;

UPTON 2000; XIAO et al., 2004). Quando utilizados testes imunológicos, não é possível

realizar a diferenciação entre espécies, pois os antígenos na parede dos oocistos são

conservados para todo o gênero (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000). Para a detecção de

anticorpos,  técnicas  sorológicas  indicam  se  houve  apenas  exposições  anteriores  ao

parasita (SANTIN; TROUT, 2008).

2.6.1 Observação direta, concentração e coloração

O método de observação direta é realizado pela visualização dos oocistos a fresco,

onde,  as  fezes  diarreicas  ou  diluídas  em solução  salina  a  0,85% são  colocadas  em

lâmina,  cobertas  com lamínula  e  observadas  em microscópio  óptico  com objetiva  de

imersão (DECARLI, 2001). Com o intuito de diminuir os artefatos fecais e aumentar a
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sensibilidade pode-se fazer uso de técnicas como a de centrífugo-flutuação em solução

de sacarose (Técnica de Sheather). Esta técnica apresenta baixo custo, os oocistos são

visualizados como estruturas brilhantes contendo grânulos negros em seu interior quando

visualizados  em  microscopia  de  contraste  de  fase,  ou  como  estruturas  translúcidas

levemente  róseas com grânulos  em seu  interior  quando  visualizadas  em microscopia

óptica  de  campo  claro.  Outra  metodologia  é  a  de  centrífugo-sedimentação  pelo

formaldeído-éter,  conhecida  como  Técnica  de  Richie  Modificada  (SRÉTER;  VARGA,

2000; DECARLI, 2001). 

Técnicas de coloração incluem Ziehl-Neelsen modificada, na qual os esfregaços de

fezes (frescas ou preservadas) são fixados com álcool metílico e posteriormente corados

com fucsina e verde malaquita, a leitura das lâminas é feita em microscópio óptico e os

oocistos aparecem na cor rosa em fundo azul ou verde (HENRIKSEN, 1981). As lâminas

coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen podem ser armazenadas por longos períodos sem

que se altere a morfologia dos oocistos (BROOK et al., 2008). 

Outra  técnica  de  coloração  utilizada,  conhecida  como  Safranina  modificada,

apresenta  um  bom  contraste,  e  os  oocistos  podem  ser  observados  como  pontos

vermelho-alaranjados em fundo verde. Esta técnica é mais simples e mais rápida que a

técnica  de  Ziehl-Neelsen,  entretanto,  a  técnica  de  Ziehl-Neelsen  permite  melhor

visualização quando há pequenas quantidades de oocistos nas fezes (RIGO et al., 2002;

BAXBY; BLUNDELL; HART, 1984).

No  método  de  Kinyoun  modificado,  as  amostras  são  fixadas  com  Metanol  e

coradas com Fucsina carbólica e Azul de Metileno 1%. Os oocistos são vistos esféricos,

de cor  vermelha em fundo verde com intensidade variável.  Esta  coloração possibilita

diferenciar  os  oocistos  das  leveduras  presentes  nas  fezes,  entretanto,  restos  fecais

podem gerar dúvidas em avaliadores com pouca experiência (NETO et al., 1996).

A técnica de Heine utiliza Fucsina Carbólica, que é adicionada ao esfregaço e após

secagem, óleo de imersão e lamínula para leitura. Os oocistos podem ser observados

acromáticos  e  com  brilho  (NETO  et  al,  1996).   O  resultado  da  coloração  é  visto

aproximadamente sete minutos após o início da técnica, e após 30 minutos a morfologia

do parasita se altera, prejudicando a leitura (NETO et al, 1996). 

A coloração de Giemsa é utilizada em esfregaços de fezes misturados à solução

salina e, para cortes histológicos, colorações a base de prata (DECARLI, 2001).

Estas técnicas são comumente utilizadas por serem de baixo custo,  entretanto,

requerem trabalho intensivo, mão de obra especializada e quantidade considerável de



25
oocistos na lâmina para que não sejam emitidos resultados falsos positivos (RAMIREZ;

SREEVATSAN, 2006). 

2.6.2 Métodos Imunológicos

 

Métodos imunológicos são mais sensíveis e específicos que a microscopia de luz

(JEX et al., 2008), entretanto, possuem a desvantagem de necessitar de equipamentos

adequados e uma equipe especializada para a realização destes exames. Para detecção

de Cryptosporidium, as técnicas mais utilizadas são a Imunofluorescência (IF) e o ELISA,

que detectam anticorpos ou antígenos presentes nas amostras, porém são técnicas que

não permitem determinar a espécie ou genótipo do parasita (SMITH, 2008).

A técnica de imunofluorescência direta detecta antígenos de parede celular em

oocistos de Cryptosporidium, possibilitando a visualização do parasita em amostras fecais

por  meio  de anticorpos marcados  com fluoresceína  e  visualizado  em microscópio  de

epifluorescência (JOHNSTON et al., 2003).

O  ensaio  imunoenzimático  (ELISA),  utiliza  anticorpos  para  detectar,  de  forma

qualitativa, antígenos em amostras de fezes, por meio do uso de substrato cromogênico.

Indicado  para  uso  em grandes  quantidades  de  amostras  (JEX  et  al.,  2008;  VOHRA;

SHARMA; CHAUDHARY, 2012). 

2.6.3 Métodos Moleculares

Baseados na detecção do material genético do parasito por meio de técnicas de

amplificação  de  DNA,  como  PCR (Polymerase  Chain  Reaction)  e  suas  variantes,  se

caracterizam por  serem mais sensíveis  e  específicas  que outras técnicas (ZHU  et  al,

1998; JEX et al., 2008). Entretanto, esta sensibilidade pode ser afetada pela presença de

inibidores variados nas fezes, pela perda de parasitos durante a extração e purificação

das amostras e até mesmo pelo protocolo utilizado (BROOK et al 2008). 

Dentre as variações da PCR, a nested PCR destaca-se como a mais utilizada na

detecção de  Cryptosporidium spp. por ser uma dupla PCR, o que torna o método mais

sensível, mesmo em amostras com pequena quantidade de DNA (COUPE et al, 2005). O

locus utilizado é o gene da subunidade 18S do RNA ribossômico (SSU rRNA), pelo fato

de apresentar cinco cópias por genoma, evolução mais lenta e menor polimorfismo, sendo
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também o  locus de escolha para amostras possivelmente infectadas por  espécies ou

genótipos ainda não classificados (MORGAN et al, 2000; XIAO et al, 2004).

Para identificação das espécies de Cryptosporidium spp. presentes nas amostras,

é realizada a nested PCR para amplificação do DNA, seguida de análise por polimorfismo

de comprimento do fragmento de restrição (RFLP). A técnica de RFLP utiliza enzimas

específicas para clivagem em sítios específicos do DNA. O produto da PCR é digerido e

dá origem a fragmentos com diferentes tamanhos de pares de base, o que caracteriza

cada espécie de acordo com o número de fragmentos formados (XIAO et al, 1999). 

Para estudos da transmissão de C.parvum em bovinos e humanos  e  C. hominis

em humanos, a subtipagem baseada no gene da glicoproteína 60 kDa (GP-60) é utilizada.

Este  gene  caracteriza-se  por  ser  semelhante  a  uma sequência  de  microssatélites  de

repetições  do  trinucleotídeo  codificador  de  serina  na  extremidade  50  do  gene,  estas

repetições variam em número de trinucleotídeos e em extensas sequências que não se

repetem, o que possibilita diferenciar C.parvum e C.hominis em famílias e subtipos (XIAO,

2010).  Esta  técnica  é  amplamente  utilizada  em  estudos  da  transmissibilidade  de  C.

parvum entre humanos e ruminantes, pois algumas famílias de  C.parvum, como a IIa e

IId,  são encontradas em humanos e ruminantes (XIAO; RYAN, 2008; XIAO, 2010). 

Outra técnica empregada é a Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

(qPCR), apresenta alta sensibilidade que permite o diagnóstico de criptosporidiose clínica

e  a  detecção  de  indivíduos  portadores,  sendo  uma  valiosa  ferramenta  para  estudos

epidemiológicos (HADFIELD et al. 2011; DE WAELE et al., 2011). A qPCR age por meio

de amplificação e detecção simultânea dos fragmentos de DNA, com redução do tempo

de análise e dos riscos de contaminação, pois não requer a visualização dos produtos de

PCR por meio de eletroforese, que é necessária em outras variantes da PCR. A qPCR

também  oferece  a  vantagem  de  alta  especificidade  quando  se  utiliza  uma  sonda

fluorescente,  que  se  liga  de  forma  específica  à  sequência  alvo,  junto  com

oligonucleotídeos  iniciadores  (DE  WAELE  et  al.,  2011;  JOTHIKUMAR  et  al.,  2008).

Comparada com a PCR convencional, a qPCR apresenta vantagens como: diagnóstico

mais rápido, diminuição de contaminantes laboratoriais (amplicons) e não requer outros

procedimentos após o término da PCR (JOTHIKUMAR et al., 2008). 

Em contrapartida,  são  técnicas  de  custo  elevado  se  comparadas  ao  custo  de

outros  métodos em amostras  fecais,  o  que dificulta  o  uso rotineiro  para  diagnósticos

clínicos (BROOK et al, 2008).
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2.7 Tratamento

 Não há um tratamento específico para a criptosporidiose. O tratamento realizado é

de  suporte,  com  fluidoterapia,  visto  que  não  existem  medicações  específicas  para  o

parasita. Em indivíduos sadios a infecção é autolimitante (SILVERLAS et al., 2009). 

Entre os agentes indicados, a halofuginona, uma quinazolina licenciada na Europa

mostrou-se  eficiente  na  prevenção  e  tratamento  da  criptosporidiose  em  bezerros,

melhorando  o  estado  clínico  e  diminuindo  a  excreção  de  oocistos  pelas  fezes  e  a

mortalidade no rebanho (MEGANCK et al., 2015). A azitromicina, amplamente utilizada na

medicina humana, também é eficaz no tratamento da criptosporidiose bovina, porém, o

alto custo restringe seu uso àqueles casos de diarreia confirmada por  C. parvum não

responsiva  ao  tratamento  com  halofuginona  oral  (CONSTABLE,  2009;  MEGANCK  et

al.,2015).O uso de nitazoxanida, um medicamento de uso humano para tratamento da

criptosporidiose, reduz o tempo de excreção de oocistos e a gravidade da diarreia em

bovinos, entretanto, não altera carga de oocistos excretados e nem há melhora no quadro

clínico. A nitazoxanida, apesar de seus benefícios, não é indicada para tratamento ou

como medida profilática contra a criptosporidiose em animais (OLLIVETT  et al.,  2009;

SHAHIDUZZAMAN; DAUGSCHIES, 2012).

Em bezerros com indicativo de doença sistêmica, a administração de antibióticos

de espectro gram-negativo é indicada pois estes animais podem vir a sofrer septicemia

por E.coli (MEGANCK; HOFLACK; OPSOMER, 2014).

2.8 Prevenção 

Nos  rebanhos,  medidas  adequadas  de  prevenção  da  criptosporidiose  incluem,

além do isolamento e tratamento dos animais acometidos, boas práticas de manejo e

medidas de higiene, tanto do rebanho quanto dos indivíduos que entram em contato com

os animais. Estas medidas de higiene reduzem a contaminação ambiental e previnem que

animais  susceptíveis  possam ser  afetados  (SHAHIDUZZAMAN;  DAUGSCHIES,  2012;

MEGANCK;  HOFLACK;  OPSOMER,  2014).  Evitar  grandes  densidades  de  animais;

manter  animais de diferentes categorias separados;  realizar  a lavagem e desinfecção

diária  de  baldes,  tetinas,  vestuário,  comedouros  e  bebedouros;  trocar  as  camas

regularmente e adotar medidas que diminuam a umidade nas instalações são medidas
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que diminuem a ocorrência da doença nas propriedades (CONSEDEY; FIUZA; OLIVEIRA,

2008).

A  oferta  de  colostro  de  qualidade  aos  neonatos,  além  da  transferência  de

imunidade passiva,  estimula o desenvolvimento das vilosidades intestinais.  Por isso é

essencial  fornecer  ao  neonato  colostro  em quantidade adequada e  de boa qualidade

(CHASE  et al., 2008). Arsenopoulos  et al. (2017) determinaram o efeito do colostro na

ocorrência de diarreia por Cryptosporidium spp. e relacionou falhas na colostragem, como

qualidade e quantidade, ao aumento de criptosporidiose nos rebanhos.

Os oocistos de Cryptosporidium são altamente resistentes no ambiente, podendo

sobreviver em determinadas condições de temperatura e salinidade. Em condições ideais

de temperatura e umidade podem permanecer por semanas ou meses em ambientes

terrestres e/ou aquáticos, se dispersando facilmente devido a sua capacidade de flutuar

(FAYER; DUBEY; LINDSAY, 2004; FAYER, 2008). Desinfetantes comerciais comumente

utilizados nas concentrações indicadas não são eficazes para sua inativação (FAYER;

DUBEY; LINDSAY, 2004). De nove diferentes desinfetantes testados por Campbell et al.,

(1982), apenas o formaldeído a 10% e a amônia a 5% e a 10% foram capazes de eliminar

o oocisto.

Em ambientes contaminados, como uma forma de prevenir infecções zoonóticas, é

importante a remoção das fezes e o destino adequado para reduzir a carga de oocistos no

ambiente e o risco de contaminação das águas de superfície (FAYER; SANTÍN; XIAO,

2005). A limpeza de superfícies contaminadas, remoção da cama e rigorosa higienização

auxiliam na diminuição do número de oocistos no ambiente, principalmente quando novos

animais serão introduzidos no local (SHAHIDUZZAMAN; DAUGSCHIES, 2012).

Uma área de quarentena deve ser disponibilizada na propriedade para acomodar

os animais doentes e estes devem ser tratados por último, deixando utensílios, botas e

vestuário  para  uso  exclusivo  nos  locais  de  permanência  destes  animais

(SHAHIDUZZAMAN; DAUGSCHIES, 2012)
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4 HIPÓTESE

Bezerros  de  rebanhos  de  bovinocultura  leiteira  no  Brasil  estão  infectados  por

espécies zoonóticas de Cryptosporidium.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar  a  presença  de  Cryptosporidium  em  bezerros  de  propriedades

leiteiras em rebanhos de estados brasileiros.

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Verificar a presença de Cryptosporidium.

 Caracterizar molecularmente as espécies de Cryptosporidium.

 Determinar os fatores associados à presença de Cryptosporidium. 
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6  ARTIGO1 –  IDENTIFICAÇÃO,  CARACTERIZAÇÃO  MOLECULAR  E  FATORES

ASSOCIADOS À OCORRÊNCIA DE Cryptosporidium spp. EM BEZERROS DE PROPRIEDADES

LEITEIRAS NO BRASIL

RESUMO

A  criptosporidiose,  uma  importante  zoonose  amplamente  distribuída  no  mundo,  é  causada  pelo

Cryptosporidium spp. De 38 espécies de  Cryptosporidium conhecidas,  bovinos podem ser infectados por

quatro espécies: C. parvum, C. andersoni, C. bovis e C. ryanae, e são importantes fontes de infecção de C.

parvum para os seres humanos.  O objetivo deste estudo foi verificar a presença, caracterizar as espécies e

determinar os fatores associados à presença de Cryptosporidium spp. em bezerros de propriedades leiteiras

em rebanhos de oito estados brasileiros. 408 amostras de fezes de animais entre um e 60 dias de idade,

provenientes de 39 propriedades localizadas em 33 cidades de oito estados do Brasil  foram analisadas. Foi

aplicado  questionário  epidemiológico  ao  responsável  pelo  rebanho,  contendo  questões  referentes  ao

ambiente,  saneamento,  manejo  sanitário  e  reprodutivo,  características  dos  animais  (idade  e  sexo)  e  das

amostras enviadas (características das fezes). A triagem das amostras foi realizada pela técnica de Ziehl-

Neelsen modificado. As amostras positivas foram submetidas à nested PCR e a identificação das espécies foi

realizada pela técnica polimorfismo de comprimento do fragmento de restrição (RFLP) em amostras com

maior carga parasitária (escore três e quatro cruzes).  Como resultado, 89,7% das propriedades (35/39) e

52,9% (216/408) das amostras analisadas foram positivas para Cryptosporidium spp. pela técnica de Ziehl-

Neelsen.  Na  nested  PCR observou-se  uma  frequência  de  54,6% (118/216)  e  em todas  as  56  amostras

submetidas à RFLP detectou-se a espécie C. parvum. Prevalência maior do parasita ocorreu em animais na

faixa etária de sete a 28 dias (62,6%). À análise das associações, a presença de diarreia (p≤0,001), a faixa

etária entre sete e 28 dias (p≤0,001) e a água proveniente de mina (p=0,001) foram fatores associados ao

risco de criptosporidiose nos animais. Em contrapartida, o sistema de manejo para bezerros tipo “casinha” foi

associado à proteção contra a infecção. Estes achados indicam a circulação do parasita no rebanho bovino de

estados brasileiros, com ênfase à espécie zoonótica C. parvum, e apontam para os cuidados quanto a fonte de

água dos animais, local de permanência dos bezerros na propriedade e idade inferior a quatro semanas.

Palavras-chave: nested PCR. RFLP. Cryptosporidium parvum. Bovinocultura leiteira.

1 Artigo redigido sob as normas da revista Semina: Ciências Agrárias.
http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/about/submissions

http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/semagrarias/about/submissions


44
IDENTIFICATION,  MOLECULAR  CHARACTERIZATION  AND  FACTORS  ASSOCIATED

WITH THE OCCURRENCE  OF Cryptosporidium  spp.  IN  CALVES FROM DAIRY  FARMS IN

BRAZIL

ABSTRACT

Cryptosporidiosis, an important zoonosis widely distributed in the world, is caused by Cryptosporidium spp.

Of 38 known Cryptosporidium species, cattle can be infected by four species: C. parvum,  C. andersoni, C.

bovis and C. ryanae, and are important sources of infection of C. parvum for humans. The aim of this study

was to verify the presence, characterize the species and determine the factors associated with the presence of

Cryptosporidium spp. in dairy calves of herds on eight Brazilian states. 408 feces samples from animals

between one and 60 days old, from 39 properties located in 33 cities in eight states in Brazil were analyzed.

An epidemiological questionnaire was applied to the person responsible for the herd, containing questions

related to the environment, sanitation, sanitary and reproductive management, characteristics of the animals

(age and sex) and of the samples sent (characteristics of the feces). Sample screening was performed using

the  modified  Ziehl-Neelsen  technique.  Positive  samples  were  submitted  to  nested PCR  and  species

identification  was  performed  using  the  restriction  fragment  length  polymorphism  (RFLP)  technique  in

samples with a higher parasitic load (score three and four crosses). As a result, 89.7% of the properties

(35/39) and 52.9% (216/408) of the analyzed samples were positive for Cryptosporidium spp. by the Ziehl-

Neelsen technique. In the nested PCR, a frequency of 54.6% (118/216) was observed and in all 56 samples

submitted to RFLP, the specie  C. parvum was detected.  There was a higher prevalence of the parasite in

animals aged 7 to 28 days (62.6%). When analyzing associations, the presence of diarrhea (p≤0.001), the age

range between seven and 28 days (p≤0.001) and water from mine (p = 0.001) were factors associated with

the  risk  of  cryptosporidiosis  in  animals. In  contrast,  the  management  system  for  “house”  calves  was

associated with protection against infection. These findings indicate the circulation of the parasite in bovine

herd in Brazilian states, with emphasis in the zoonotic specie  C. parvum, and point for care regarding the

animals' water source, where the calves stay on the property and age less than four weeks.

Key-words: nested PCR. RFLP. Cryptosporidium parvum. Dairy cattle.
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1. INTRODUÇÃO

Cryptosporidium spp.,  um  protozoário  do  filo  Apicomplexa,  família  Criptosporidae,  gênero

Cryptosporidium (FAYER  et al,  1990) é o agente causador da criptosporidiose, importante zoonose que

acomete homens e animais e está amplamente distribuída no mundo (CHALMERS, 2010). São conhecidas

38 espécies de Cryptosporidium, e destas, 20 foram relatadas em humanos, sendo C. hominis e  C. parvum

responsáveis pela maioria das infecções (RYAN; FAYER; XIAO, 2014; KHAN; SHAIK; GRIGG, 2018;

RYAN; HIJJAWI; XIAO, 2018).  Bovinos podem ser infectados por quatro espécies de  Cryptosporidium,

sendo:  C. parvum, C.  andersoni,  C.  bovis  e C.  ryanae e  são importantes  reservatórios  para as  espécies

zoonóticas (XIAO, 2010). O oocisto é altamente resistente, permanece longos períodos no ambiente e na

água (THOMPSON et al., 2008), é resistente ao cloro e à maioria dos compostos utilizados para o tratamento

da água (DUHAIN et al., 2012).

Este parasita acomete principalmente bovinos entre uma a três semanas de idade (LANGONI et al.,

2004; CRUVINEL et al., 2019), podendo afetar também animais com mais de um mês e adultos (QUÍLEZ et

al., 1996; MEIRELES et al., 2010; TOLEDO et al., 2017). A infecção ocorre via fecal-oral, de forma direta

ou indireta (RYAN et al., 2014). Humanos e animais se infectam por meio do contato direto com pessoas e

animais infectados (XIAO, 2010), esterco, água e alimentos contaminados (MAWLY et al., 2015). Animais

acometidos por criptosporidiose desenvolvem diarreia, desidratação, retardo no crescimento podendo evoluir

para um quadro grave de enterite e consequente óbito (FAYER et al., 1990).  

No Brasil,  Modolo et  al  (1988) em Botucatu,  relataram pela primeira vez a criptosporidiose em

bovinos leiteiros ao avaliarem um lote de 23 bezerros, onde foram encontrados resultados positivos em 26%

dos animais com menos de 30 dias e 23% de animais com mais de 30 dias. A ocorrência de criptosporidiose

costuma ser maior em bovinos leiteiros, devido ao sistema de criação intensivo, que favorece o contato entre

os animais e a transmissão do parasita, do que em bezerros criados extensivamente. (MARTINS-VIEIRA;

BRITO; HELLER, 2009). As regiões mais estudadas são onde se localizam os estados da bacia leiteira, que

compreendem Rio Grande do Sul, Paraná, Santa Catarina, Minas Gerais e Goiás (IBGE, 2017). 

As prevalências da criptosporidiose nestes locais variaram de 3% a 64%.  Nos estados de Ceará,

Espírito Santo, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro, Santa Catarina, São Paulo e Rio Grande do Sul um

estudo com 361 bezerros leiteiros obteve ocorrência de 50,4% (CRUVINEL et al, 2019). Em Goiás, Minas

Gerais, Mato Grosso do Sul e São Paulo a análise de 184 amostras bovinas demonstrou a prevalência de

6,5% (COELHO et al, 2016). Em Minas Gerais, estudos realizados em vários locais com: 130 (OLIVEIRA

FILHO  et  al 2007),  300 (LIMA  et  al,  2013)  e  356 (SILVA JÚNIOR  et  al,  2011)  amostras  obtiveram

prevalências de 40%, 5,3% e 21,6% respectivamente. Em São Paulo, estudos foram realizados em diferentes

localidades: nas cidades de Pardinho, Botucatu e Itatinga 200 amostras provenientes de vacas e bezerros

ocorrência  em 14,0% das  amostras  (PAZ E  SILVA;  LOPES;  ARAÚJO  JÚNIOR,  2013);  em  Teodoro

Sampaio,  197 amostras de bovinos foram coletas,  obtendo ocorrência de 3,0% (SEVÁ  et  al,  2010);  em

Araçatuba, 459 amostras de fezes de bezerros foram coletadas e analisadas, obtendo prevalência de 12,4%
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(FEITOSA  et al, 2004); em fazendas na região noroeste,  196 amostras de bezerros analisadas revelaram

uma ocorrência de 10,7% (MEIRELES et al, 2011). No Paraná, estudos realizados em diferentes locais com

937  (TOLEDO  et  al,  2017)  e  216  (HOLSBACK  et  al, 2018)  amostras  obtiveram,  respectivamente,

prevalências de 10,2% e 15,3%.

O  objetivo  deste  estudo  foi  avaliar  a  presença,  caracterizar  as  espécies  de

Cryptosporidium em bezerros de propriedades leiteiras em rebanhos de oito estados brasileiros e determinar

possíveis fatores associados à infecção.

2. MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Amostras e Questionário Epidemiológico

No período de julho de 2016 a junho de 2017 foram recebidas 408 amostras de fezes de bezerros

com idade entre um e 60 dias, sintomáticos e não sintomáticos quanto à presença de diarreia. As amostras

eram provenientes de 39 propriedades de bovinocultura leiteira que apresentavam histórico de diarreia em

bezerros  jovens.  Somadas  estas  propriedades  totalizaram  40.612  animais.  As  propriedades  estavam

localizadas em 33 cidades de oito estados das regiões Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-oeste do Brasil, os

estados selecionados representam 80% da produção leiteira do País (IBGE, 2017). A coleta foi realizada de

forma randômica por médico veterinário e aplicou-se um questionário epidemiológico ao responsável pelo

rebanho,  contendo  questões  referentes  ao  ambiente,  saneamento,  manejo  sanitário  e  reprodutivo,

características dos animais (idade, sexo) e das amostras enviadas (características das fezes).

2.2 Diagnóstico por coloração e armazenamento

A análise e triagem das amostras foi realizada por meio de esfregaço fecal corado pela técnica de

Ziehl-Neelsen modificada (HENRIKSEN; POHLENZ, 1981) e posterior leitura em microscópio óptico em

objetiva de 40x.

As amostras positivas quanto à presença de Cryptosporidium spp. foram classificadas de acordo com

o escore de número de oocistos observados por campo (ROBERT et al., 1990) (Anexo 1). Posteriormente as

amostras positivas foram acondicionadas em microtubos de 2mL e armazenadas a -20°C.

2.3 Análise Molecular

2.3.1 Extração de DNA 

As  amostras  positivas  na  coloração  de  Ziehl-Neelsen  foram  submetidas  à  extração  de  DNA

genômico utilizando kit comercial (NucleoSpin Tissue Macherey-Nagel®) conforme protocolo do fabricante,

adicionando-se, antes da etapa de lise, três ciclos de congelamento (-80oC) e descongelamento (56°C) com o

intuito de promover a ruptura dos oocistos (WELLS et al, 2015).
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2.3.2 Reação em Cadeia pela Polimerase (nested PCR)

Fragmentos do gene 18SSU rRNA contendo de 823 a 840 pares de base foram amplificados por

meio  de  PCR  dupla  (nested  PCR).  Utilizou-se  para  a  primeira  reação:  primers:  5'-

TTCTAGAGCTAATACATGCG-3' e 5'-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3'; 1x PCR Buffer Invitrogen®;

200 μM de dNTPs; 2,5 mM de MgCl2; 400 nM de cada oligonucleotídeo; 1,25 U de Platinum® Taq DNA

Polimerase; 200 nM BSA; 2,0 μL do DNA extraído e água ultrapura para compor o volume final de 25 μL. O

produto da primeira reação foi diluído em 50μL de água ultrapura para dar sequência à segunda reação. Na

segunda  reação  os  primers  utilizados  foram:  5′-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3′  e  5′-

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3'  (XIAO et al, 1999).  As condições de amplificação para ambas as

reações  foram:  5 minutos  a 95°C;  seguidos por  35 ciclos  de 45 s a  94°C (desnaturação);  45 s  a 55°C

(anelamento);  60  s  a  72°C  (extensão)  e  5  minutos  a  72°C  (extensão  final).  Utilizou-se  como controle

negativo água ultrapura e como controle positivo DNA de  C. parvum. Os produtos da  nested PCR foram

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Agarose, LGC Biotecnologia) corado com SYbR Safe®

(SYBR1 Safe, Invitrogen, Waltham, MA, USA) e a leitura das bandas foi realizada em fotodocumentadora

com luz ultravioleta (UV).

2.3.4 PCR-RFLP

As amostras positivas na nested-PCR e que apresentaram escore de três e quatro cruzes na técnica de

Ziehl-Neelsen,  foram submetidas à análise por polimorfismo de comprimento do fragmento de restrição

(RFLP) com as enzimas SSPI, ASEI e MBOII (XIAO et al, 1999). As reações foram realizadas utilizando-se

5 μL de DNA produto da segunda reação da nested PCR; 1X NEB® Buffer; 1 μL das enzimas de restrição

SSPI e MBOII e 0,6 μL da enzima ASEI e água ultrapura completando o volume de 20 μL. O tempo das

clivagens foi de duas horas a 37º C e 15 minutos a 65º C para inativação das enzimas. Na sequência as

reações  foram  submetidas  à  eletroforese  em  gel  de  agarose  2,5%  corado  com  SYbR  Safe®  e

fotodocumentadas. Posteriormente os padrões de bandas obtidos foram comparados com imagens contidas

em banco de dados Cryptodb (http://www.cryptodb.org).

2.4 Análise estatística

Para  comparação  dos  dados  foi  utilizado o  pacote  estatístico  EpiInfo™ (versão  7.2.2.6;  CDC -

Atlanta).  A análise  de  significância  estatística  dos  resultados  foi  realizada  por  meio  dos  testes  de Qui-

quadrado corrigido de Yates ou Exato de Fisher e, como medida de associação, realizou-se o cálculo de Odds

Ratio com intervalo de confiança de 95%. Adotou-se o nível de significância de 5%.

3. RESULTADOS 

 Pela técnica de Ziehl-Neelsen 52,9% (216/408) das amostras foram positivas. As amostras eram

provenientes de 39 propriedades de bovinocultura leiteira sendo que, em 89,7% (35/39), houve a presença de
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Cryptosporidium. Na análise molecular pela técnica da nested PCR (nPCR) foi observado 54,6% (118/216)

de amostras positivas. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1. Ocorrência de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bezerros de propriedades leiteiras com 

histórico de diarreia de oito estados do Brasil, no período de julho de 2016 a junho de 2017. 

Região Estados Propriedades 

Positivas/Total (%)

Ziehl-Neelsen Nested PCR

Positivas/ Total (%) Positivas/Total (%)

Centro-oeste GO 2/2 14/24 (58,3) 4 /14 (28,5)

Nordeste CE 2/2 15/35 (42,8) 5/15 (33,3)

Sudeste MG 18/19 133/235 (56,6) 75/133 (56,4)

SP 2/2 10/24 (41,7) 6/10 (60)

RJ 1/1 7/7 (100) 5/7 (71,4)

Sul RS 4/5 15/37 (40,5) 10/15 (66,7)

PR 4/6 14/31 (45,2) 7/14 (50)

SC 2/2 8/15 (53,3) 6/8 (75)

TOTAL 8 35/39 (89,7) 216/408 (52,9) 118/216 (54,6)

Fonte: o próprio autor.

Na técnica de Ziehl-Neelsen,  as amostras foram submetidas à classificação em escore de cruzes

(Tabela 2).

Tabela 2. Comparação do resultado de escore pela técnica de coloração Ziehl-Neelsen modificado e nested 

PCR (nPCR) em amostras fecais de bezerros de propriedades leiteiras de oito estados do Brasil, no período 

de julho de 2016 a junho de 2017.

Escore em Cruzes

Ziehl-Neelsen

Resultado nPCR

Positivo/Total (%)

Valor p

+ 15/55 (27,3) < 0,0001

++ 47/83 (56,6)

+++ 20/29 (69)

++++ 36/49 (73,5)

TOTAL 118/216 (54,6)

Fonte: o próprio autor.
Nota: Escore de acordo com Robert et al., 1990.
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Sobre as propriedades, houve predomínio das regiões sudeste e sul com, respectivamente, 56,4% e

33,3% das propriedades analisadas. A média de tamanho de rebanho foi de 1041 (±1057; amplitude 80-

4200); 78,9% das propriedades relataram produção de leite maior que 250 litros/dia e em 82% a idade de

desmame era entre 60 e 90 dias. A reposição dos animais era realizada com rebanho próprio em 74,4% das

propriedades. Em 74,4% das propriedades, foi relatado o uso poço artesiano como fonte de água para os

animais. Quanto aos bezerros, 71,5% dos animais estavam na faixa etária de sete a 28 dias, e 86,1% eram do

sexo feminino. A presença de diarreia foi descrita em 53,7% dos animais (Apêndice 2). 

Dentre as variáveis analisadas no questionário epidemiológico aplicado (Tabela 3), a faixa de idade

entre  7-|28 dias; animais com diarreia e a fonte de água proveniente de mina foram fatores associados à

presença de  Cryptosporidium. O sistema de produção para bezerros foi um fator associado à proteção da

infecção.                                    

Tabela 3. Análise da associação de variáveis de exposição com a presença de oocistos de Cryptosporidium 

spp. avaliadas pela técnica de Ziehl-Neelsen, em amostras fecais de bezerros de propriedades leiteiras de oito

estados do Brasil, no período de julho de 2016 a junho de 2017.

Variáveis de exposição Amostras Positivas/Total (%) OR(IC95%) Valor de P

Região

Sudeste  150 / 266 (56,4) - 0,150

Sul 37 / 83 (44,6) -

Nordeste 15 / 35 (42,8) -

Centro-oeste 14 / 24 (58,3) -

Produção de leite na propriedade

Até 50 litros/ dia 27 / 56 (48,2) 1,2 (0,7- 2,1) 0,563

>250 litros/ dia 180 / 337 (53,2)

Idade       

0-|7 dias* 25 / 107 (23,4) 1

7-|28 dias                               174 / 278 (62,6) 5,2 (3,3-9,1) <0,001

>28 dias 3 / 4 (75,0) - -

Sexo

Feminino   180 / 330 (54,5) 1,3 (0,7-2,4) 0,394

Masculino 25 / 53 (47,2)

Continua
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Conclusão

Tabela 3. Análise da associação variáveis de exposição com a presença de oocistos de Cryptosporidium 

spp. avaliadas pela técnica de Ziehl-Neelsen, em 408 amostras fecais de bezerros de propriedades leiteiras 

de oito estados do Brasil, no período de julho de 2016 a junho de 2017.

Variáveis de exposição Amostras Positivas/Total (%) OR(IC95%) Valor de P

Animal com diarreia

Sim 134 / 212 (63,2) 2,5 (1,7-3,8) <0,001

Não 73 / 183 (39,9)

Sistema de produção para 

bezerros

Casinha * 64 / 144 (44,4) 1

Coletivo 71 / 121 (58,6) 1,8 (1,1-2,9) 0,028

Corrente 70 / 119 (58,8) 1,8 (1,1-2,9) 0,027

Fonte de Água - Mina

Sim 94 / 148 (63,5) 1,9 (1,3-2,9) 0,001

Não 122 / 260 (46,9)

Fonte de Água 

Córrego/Rio/Açude/

Represa

Sim 72 / 138 (52,1) 0,9 (0,6-1,4) 0,906

Não 144 / 270 (53,3)

Fonte de Água - Poço raso

Sim 4 / 4(100) - 0,164

Não 212 / 404 (52,5)

Fonte de Água –Poço 

artesiano

Sim 175 / 325 (53,8) 1,1 (0,7-1,9) 0,547

Não 41 / 83 (49,4)

Fonte: o próprio autor.

*Categoria de referência
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Do total de 118 amostras positivas na nPCR, 56 foram selecionadas para a caracterização

das espécies de Cryptosporidium pela técnica de RFLP, de acordo com o grau de positividade na técnica de

Ziehl Neelsen. Todas as amostras analisadas foram compatíveis com Cryptosporidium parvum.
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4. DISCUSSÃO

No presente estudo, foi observado que 52,9% das amostras analisadas pela técnica de Ziehl-

Neelsen, foram positivas para Cryptosporidium spp. De ocorrência mundial, a criptosporidiose é endêmica

principalmente em países em desenvolvimento (HLAVSA; ROELLIG, 2019). Frequências semelhantes ou

maiores puderam ser observadas em estudos no Chile 56,1% (115/205) (DÍAS-LEE et al, 2011); no Japão,

com 75% (60/80) e no Canadá com 78% (721/919) (TROTZ-WILLIAMS, 2007; KARANIS et al., 2010. No

Brasil, Coelho  et al. (2016) analisaram bezerros de propriedades distribuídas nos estados de Goiás, Mato

Grosso do Sul, Minas Gerais e São Paulo, e obtiveram frequência de 6,5% (12/184). No Paraná, Toledo et al.

(2017),  ao  estudarem bezerros  e  vacas  de  propriedades  leiteiras,  observaram uma frequência  de  10,2%

(96/937); Holsback et al. (2018) avaliaram a presença do parasita em bovinos leiteiros e de corte e obtiveram

frequências de 8,3% (1/12) das vacas e 26,9% (14/52) dos bezerros de leite; e de 10,8% (4/37) das vacas e

12,2% (14/115) dos bezerros de corte. Esta variação nas frequências observadas entre os estudos pode estar

associada às diferentes técnicas diagnósticas (WIDERSTRÖM et al., 2014).

Neste  estudo  todas  as  propriedades  analisadas  relataram  presença  de  diarreia  em  seus

rebanhos  leiteiros,  e  quando  avaliadas  quanto  à  presença  de  Cryptosporidium,  89,7%  (35/39)  das

propriedades apresentaram resultado positivo. Desta forma, é possível concluir que nestas propriedades, o

Cryptosporidium pode  ser  o  agente  causador  de  diarreia  nos  rebanhos.  Em  estudo  realizado  com  207

bezerros  com até  sete  meses  de  idade,  Lee  et  al. (2019)  demonstraram a  ampla  variedade  de  agentes

etiológicos envolvidos nos quadros diarreicos de bezerros. No Brasil, Cruvinel et al. (2019) observaram que

podem ocorrer associações entre esses agentes nos quadros de diarreia em bezerros, sendo as infecções por

Cryptosporidium um fator de risco para a ocorrência do Rotavirus e vice-versa. No presente estudo, foi

possível  analisar  que  existe  associação  entre  a  positividade  das  amostras  e  a  presença  de  diarreia  nos

bezerros. Este sinal clínico pode estar associado ao próprio Cryptosporidium, que leva a um quadro de má

absorção pela atrofia das microvilosidades intestinais ou pela associação com outros agentes (OLIVEIRA;

WILMSEN; ROSALINSKI-MORAES, 2012). 

Não houve diferença significativa na associação entre a presença de Cryptosporidium e o

sexo dos animais nas amostras avaliadas. Este achado é compatível com estudos, como o realizado na França

por Delafosse et al. (2015) e na Argentina, por Garro et al. (2016).

Animais  na  faixa  de  sete  a  28  dias  mostraram-se  mais  susceptíveis  à  infecção  por

Cryptosporidium.  Estudos  realizados  por  Cardoso  et  al (2008),  Meireles  (2010),  Toledo  et  al.  (2017)

verificaram que a ocorrência de Cryptosporidium era maior em bezerros com até dois meses de vida. Feitosa

et al. (2008) descreve a criptosporidiose como grande causadora de diarreia em bezerros com menos de 15

dias de idade. Cruvinel  et al. (2019) ao analisar amostras de bezerros até 60 dias, constataram que a faixa

etária mais acometida foi  de oito a 15 dias, o que corrobora com os resultados obtidos neste estudo. É

provável que este fato esteja relacionado com o sistema imunológico destes animais, que nesta faixa de idade

ainda  está  em  desenvolvimento,  e  com  o  fato  de  que,  bezerros  leiteiros  são  separados  das  mães  ao



53
nascimento e mantidos sob condições precárias de higiene, o que, dentre tantos outros fatores, justifica a

maior ocorrência do Cryptosporidium nesta categoria (HOLSBACK et al., 2018). A queda na eliminação de

oocistos  conforme avança  a  idade  está  associada  à  maturidade das  células  intestinais  e  a  uma possível

imunidade adquirida após a primeira exposição do animal ao parasita (HARP, 2003; GARRO et al., 2016). É

importante ressaltar que bovinos de todas as idades podem estar infectados pelo parasita,  e que bovinos

adultos são geralmente portadores assintomáticos de algumas espécies, contribuindo para a contaminação

ambiental e infecção de bezerros recém-nascidos (MARTINS-VIEIRA; BRITO; HELLER, 2009).

Neste estudo, o sistema de criação “Casinha” foi fator associado à proteção da infecção

pelo  Cryptosporidium,  devido  ao  fato  deste  sistema evitar  a  aglomeração,  o  contato  entre  animais  e  o

acúmulo de matéria orgânica, que são facilitadores na transmissão do parasita. Neste sistema de casinha,

além dos animais estarem separados uns dos outros, existe uma barreira natural formada pela pastagem e a

exposição da matéria orgânica à luz solar, que torna inativos uma parcela dos oocistos presentes no ambiente

(WALKER et al., 2001; LI et al., 2010; LIU et al., 2015). Manyazewal et al. (2018) observaram uma maior

prevalência de Cryptosporidium em animais mantidos em sistema de manejo intensivo quando comparado

com animais criados em sistema extensivo. Maikai et al. (2011) afirmam que, em sistemas intensivos e semi-

intensivos de fazendas leiteiras, os animais estão restritos ou confinados a uma pequena área, expostos ao

contato com outros animais e susceptíveis à infecção pelo parasita, que é eliminado no ambiente esporulado

e capaz de infectar outros indivíduos. 

O fornecimento de água nas propriedades analisadas mostrou que águas provenientes de

mina ofereceram maior risco de infecção para os bezerros do que águas oriundas de outras fontes. Este fato

corrobora com achados de Nishi  et al.  (2009) que reportaram a presença do parasita em minas de terras

indígenas no Paraná; de Tiyo  et al., (2015) que encontraram  Cryptosporidium em águas provenientes de

minas usadas para irrigação de hortaliças e de Toledo et al. (2017), que detectaram em amostras provenientes

de  minas  usadas  para  abastecimento  de  fazendas  leiteiras.  A  contaminação  das  águas  de  mina  está

geralmente associada à ausência de mata e degradação ambiental no entorno; porosidade do solo, presença

de fossa  ou esgoto  nas  proximidades,  minas  localizadas  em partes  baixas  da propriedade,  próximas  de

pastagens e tanques e encanamentos precários (BRANCO; LEAL; FRANCO, 2011; VAZ et al., 2012). A

vegetação atua como barreira para o escoamento de matéria orgânica e  impede a erosão e consequente

contaminação da água (ANDRADE; SANQUETTA; UGAYA, 2005; VAZ et al., 2012). 

Quanto à análise das amostras pela técnica de Ziehl-Neelsen e sua classificação em escore

de cruzes, foi observado que amostras classificadas como quatro cruzes demonstraram maior positividade

quando  realizada  a  nested  PCR  do  que aquelas  classificadas  como  uma  cruz,  demonstrando  que  a

sensibilidade da técnica de nested PCR aumenta na medida em que aumenta o número de oocistos nas fezes. 

Na  análise  molecular,  a  espécie  encontrada  foi  C.  parvum  em  100  %  das  amostras

analisadas. Este achado pode estar associado à idade dos animais analisados, pois esta espécie é comum em

animais  jovens  até  dois  meses,  e  sua  ocorrência  diminui  conforme  aumenta  a  idade  dos  bezerros

(MEIRELES et al., 2010; TOLEDO et al., 2017). No Paraná, Toledo et al. (2017) em seus estudos relataram

frequência de 42,2% (27/64) de C. parvum em bezerros até dois meses de idade. Na França, Delafosse et al.
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(2015) relataram 51% (n=968) de C. parvum em bezerros leiteiros com idade entre sete e 15 dias de idade.

Na Nova Zelândia, Mawly et al. (2015) observaram predominância de C. parvum em bezerros até 21 dias em

50,5% (49/97) das propriedades analisadas e Smith  et al. (2014) detectaram  C. parvum em bezerros com

menos de um mês de vida. Na Argentina, Díaz  et al. (2018) demonstraram C. parvum ser a espécie mais

frequente, estando presente em animais com e sem diarreia. O fato de  C. parvum ter sido a única espécie

encontrada não exclui a possibilidade de existirem outras espécies do parasita concomitantes, pois alguns

estudos sugerem que, infecções por C. bovis e C. ryanae em animais que estão severamente parasitados por

C. parvum podem ser suprimidas no diagnóstico, devido ao fato da análise do 18SSU rRNA identificar a

espécie que está predominando na amostra (FENG et al., 2007; PLUTZER; KARANIS, 2009). C. parvum é

a espécie com maior potencial  zoonótico e mais encontrada em ambientes rurais,  tendo o bovino como

importante reservatório para a espécie (XIAO, 2010). 

5. CONCLUSÃO

  Cryptosporidium spp.  está amplamente disseminado nos estados avaliados,  tendo sido

encontrada a espécie com alto potencial  zoonótico,  Cryptosporidium parvum.  Quanto maior o escore de

positividade em cruzes, por meio da técnica de coloração de ZN, maior a positividade na PCR. A presença de

diarreia nos bezerros está associada à criptosporidiose. Bezerros com menos de um mês de vida, na faixa de

sete a 28 dias de idade, foram mais acometidos. Bezerros mantidos em sistemas de produção “Casinha”

foram menos propensos à infecção pelo parasita, quando comparado aos sistemas coletivos. Água de mina

foi um fator associado à presença de Cryptosporidium nas propriedades avaliadas.

 A circulação da espécie zoonótica do parasita, C. parvum, no rebanho bovino de estados

brasileiros oferece risco de contaminação do meio ambiente e de infecção aos seres humanos. É necessária

uma maior atenção no manejo dos bezerros, principalmente na faixa de sete a 28 dias e nos locais onde ficam

abrigados devido a ampla disseminação ambiental dos oocistos, além da preservação e proteção das fontes de

água.
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS/CONCLUSÃO

- Cryptosporidium spp. está amplamente disseminado nos estados avaliados, tendo sido

encontrada a espécie com alto potencial zoonótico, Cryptosporidium parvum.

- Quanto maior o escore de positividade em cruzes, por meio da técnica de coloração de

ZN, maior a positividade na PCR

- A presença de diarreia está associada à criptosporidiose em bezerros.

- Bezerros com menos de um mês de vida, na faixa de sete a 28 dias de idade, foram

mais acometidos.

-  Bezerros  mantidos  em sistemas  de  produção  “Casinha”  foram menos  propensos  à

infecção pelo parasita, quando comparado aos sistemas coletivos.

- Água de mina foi um fator associado à presença de Cryptosporidium nas propriedades

avaliadas.
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ANEXO I

Escore para classificação de oocistos de Cryptosporidium spp. (ROBERT et al., 1990).

- (+) Até 3 oocistos por lâmina

- (++) Mais de 3 oocistos por lâmina e até 5 oocistos por campo

- (+++) 5 a 10 oocistos por campo

- (++++) Mais de 10 oocistos por campo
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APÊNDICE 1

Questionário epidemiológico aplicado nas propriedades de bovinocultura leiteira.

Questionário Epidemiológico de Diarreia Bovina

Colaborador da MSD Saúde Animal: RBU: 

Nome da Propriedade:

Proprietário:

Interesse da exploração:  Comercial     Subsistência

Cidade: Estado:

Telefone: (    ) E-mail:

Coordenadas: _________°__________'_______,__ ''S _______°_________'_______,__ ''W

Área total: Área construída com instalações:

Questionário Geral

1) Finalidade:

 Produção

 Reprodução

2) Quais atividades pecuárias da propriedade?

 Bovinocultura de corte

 Bovinocultura de leite

 Outras: 
___________________________________________________

3) Quais raças são exploradas na propriedade?

_______________________________________________________________

4) Qual o tamanho do rebanho?

_______________________________________________________________

5) Como é dirigida a reprodução do rebanho?

 Não existe estação de monta

 Estação de monta com touro

 Estação de monta com IATF

 IA com observação de cio

Outros:_______________________________
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6) Diferentes espécies animais dividem o mesmo espaço?

 Não

Sim,especificar:_____________________________

7) Qual a fonte de alimentação dos animais?

 Pasto

 Forrageira

 Ração

 Silagem

Outras:_____________________________________

8) Se os animais recebem alimentos, qual é o local que é servido:

 Diretamente no chão

 Coxos

 Outros: ____________________________________

9) Reposição de animais.

 Rebanho próprio

 Outras propriedades

10) Animais recém-introduzidos são submetidos à quarentena?

 Não

 Sim, especificar período:_______________________

11) Animais de diferentes categorias são criados em mesmo piquete/ambiente?

 Não

 Sim, descrever quais: __________________________

12) Algum medicamento (por exemplo monensina ou qualquer outro ionóforo) é fornecido 
junto à alimentação ou suplementação mineral?   Sim  Não

Se sim, especificar qual produto e quais categorias o recebem: _____________

_______________________________________________________________

_______________________________________________________________
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13) Qual a fonte da água fornecida para os animais?

 Mina

 Poço Raso (até 20 m)

 Poço artesiano

 Córrego ou rio

 Açude/Represa

 Empresa de abastecimento

 Outra: ______________________________

14) Ocorrência de diarreia?

Não 

 Sim 

Se sim:

 Diarreia branca

 Diarreia amarelada

 Diarreia negra

 Não acompanhada por sangue

 Acompanhada por sangue

Especificar categorias (idade):______________

15) Qual a produção média diária de leite? ______________________ litros/dia

16) Número de vacas em lactação _________________________ vacas

17) Como é dirigida a reprodução do rebanho?

 Monta com touro     Observação de cio e IA     IATF

 IATF + Observação de cio e IA

 Outros: _____________________________________

18) Qual o sistema de produção para vacas?

 Free Stall

 Loose Housing

 Compost Barn

Outro:______________________________________
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19) Qual o sistema de produção para bezerros?

 Composto de Barn

 Corrente

 Casinha

se casinha:  Suspensa do chão     Não suspensa do 
chão

 Outro: ____________________________________

20) Forma de fornecimento de leite:

 Direto na vaca

 Mamadeira

 Balde

 Outros: ____________________________________

21) Idade à desmama:_______dias

22) Cria os machos?   Não     Sim

se sim:  juntos as fêmeas     separados das 
fêmeas
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Relação dos animais

Breve Histórico:

Ord Número Idade Sexo
Presença
Diarreia

Ord Número
Idad
e

Sexo
Presença
Diarreia

1 26

2 27

3 28

4 29

5 30

6 31

7 32

8 33

9 34

10 35

11 36

12 37

13 38

14 39

15 40

16 41

17 42

18 43

19 44

20 45

21 46

22 47

23 48

24 49

25 50
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APÊNDICE 2

Tabela. Frequência das variáveis de exposição analisadas em 39 propriedades leiteiras 
de oito estados do Brasil, no período de julho de 2016 a junho de 2017.

Variáveis de exposição bezerros                  Frequência (%)
Idade
0 -| 7 dias 107 (27,5)
7 -| 28 dias 278 (71,5)
> 28 dias 4 (1,0)
TOTAL 389 (100)

Sexo
Feminino 330 (86,1)
Masculino 53 (13,8)
TOTAL 383 (100)

Diarreia nos bezerros
Sim 212 (53,7)
Não 183 (46,3)
TOTAL 395 (100)

Variáveis de exposição propriedade Frequência (%)
Interesse da Exploração 
Comercial 30 (77)
Comercial e subsistência 9 (23)
TOTAL 39 (100)

Finalidade
Produção 22 (56,4)
Produção e reprodução 17 (43,6)
TOTAL 39 (100)

Região
Sudeste 22 (56,4)
Sul 13 (33,3)
Centro-oeste 2 (5,1)
Nordeste 2 (5,1)
TOTAL 39 (100)

Estado (UF)
MG 19 (48,7)
PR 6 (15,4)
RS 5 (12,8)
CE 2 (5,1)
GO 2 (5,1)
SC 2 (5,1)
SP 2 (5,1)
RJ 1 (2,7)
TOTAL 39 (100)

Continua
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Conclusão
Tabela. Frequência das variáveis de exposição analisadas em 39 propriedades 
leiteiras de oito estados do Brasil, no período de julho de 2016 a junho de 2017.
Variáveis de exposição propriedade                  Frequência (%)

Tamanho do Rebanho
80 -| 328 8 (20,5)
328 -| 581 10 (25,6)
581 -| 1200 12 (30,8)
>1200 9 (23,1)
TOTAL 39 (100)
Média 1041 ±1057; Mediana 600; Amplitude 80-4200 

Produção média de leite (diária)
Até 50 litros/dia 8 (21)
>250 litros/dia 30 (78,9)
TOTAL 38 (100)

Idade à desmama
0 -| 60 dias 5 (12,8)
60 -| 90 dias 32 (82)
90 -| 120 dias 2 (5,1)
TOTAL 39

Reposição dos animais
Rebanho próprio 29 (74,4)
Outras propriedades 9 (23)
Rebanho próprio e outras propriedades 1 (2,6)
TOTAL 39 (100)

Fonte de água

Poço artesiano 29 (74,4)
Córrego/Rio/Açude/Represa 17 (43,4)
Mina 14 (35,9)
Poço Raso 1 (2,6)

TOTAL 39*
Fonte: o próprio autor.
*Propriedades selecionaram mais que uma categoria da mesma variável.
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