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RESUMO 

 

 

O gênero Cryptosporidium pertencente ao filo Apicomplexa infecta répteis, peixes, aves e 

mamíferos, incluindo o homem e apresenta importante papel como zoonose. Entre as espécies 

deste protozoário o Cryptosporidium parvum apresenta-se como importante agente na diarreia 

neonatal em ruminantes. Ainda são escassas as informações sobre a caracterização molecular 

do parasita em búfalos, desta forma objetivou-se caracterizar molecularmente 

Cryptosporidium spp. em búfalos (Bubalus bubalis), para tanto foram utilizadas 122 amostras 

de fezes de consistência normal, de animais de ambos os sexos com 0 a 12 meses de idade, 

oriundos de quatro propriedades da região da Baixada Maranhense, Brasil. As amostras foram 

coletados diretamente da ampola retal e mantidos em freezer a -20ºC até o momento da 

extração de DNA. Os produtos da extração foram submetidas a técnica de nested PCR 

utilizando-se primers específicos para gênero Cryptosporidium do gene 18S rRNA, 

posteriormente foram realizados RFLP e sequenciamento genético para caraterização das 

espécies. A visualização do resultado da PCR foi realizada por meio de gel de agarose a 1,5%. 

Dos 122 animais analisados, 13,11% (16) amostras apresentam-se positivas. Por meio da 

RFLP, 15 amostras apresentaram padrões de Cryptosporidium ryanae e uma de 

Crysptosporidium parvum. Para a amostra identificada como C. parvum foi realizada nested 

PCR do gene gp 60 e posteriormente sequenciamento genético. A sequencia obtida para C. 

parvum identificou o subtipo IIaA20G1R1, sendo esta a primeira identificação molecular 

deste subtipo no Brasil. Além disso foi possível demonstrar a ocorrência de C. ryanae e C. 

parvum em fezes de animais sem sinais clínicos de diarreia, resaltando a importância desses 

animais como fonte de contaminação ambiental. 

 

Palavras-chave:  Criptosporidiose. Bubalinocultur. Cryptosporidium ryanae. 

Sequenciamento genético. 
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ABSTRACT 

 

 

The genus Cryptosporidium belongs to the phylum Apicomplexa, described as cause of 

infection in reptiles, fish, birds and mammals, including man, causing an important zoonosis. 

Among the species of this protozoan Cryptospodidium parvum is important factor in neonatal 

diarrhea in cattle, sheep, goats and buffaloes. Several authors carried out the evaluation of the 

occurrence of this parasite, but information on the molecular characterization in buffaloes is 

scarce. The study objected identify and molecularly characterize Cryptosporidium spp. in 

buffaloes (Bubalus bubalis), 122 normal consistency feces samples were analyzed, from male 

and female with 0 to 12 months of age, from four properties in the Baixada Maranhense 

region of Brazil. Samples were collected directly from the rectal bulb and kept in a freezer at -

20ºC until DNA extraction. The extraction products were submitted to a nested PCR 

technique using primers specific to the genus Cryptosporidium of the 18S rRNA gene, later 

RFLP and genetic sequencing were performed to characterize the species. Visualization of the 

PCR result was performed by means of 1.5% agarose gel. Of the 122 animals analyzed, 

13.11% (16) samples were positive. Through RFLP 15 samples showed patterns of 

Cryptosporidium ryanae and one of Crysptosporidium parvum. For the sample identified as C. 

parvum, nested PCR of the gp 60 gene was performed and later genetic sequencing. The 

sequence obtained for C. parvum identified subtype IIaA20G1E1. The use of the nested PCR 

technique and genetic sequencing enabled the first molecular identification of the 

IIaA20G1R1 subtype in Brazil, in addition to demonstrating the occurrence of C. ryanae and 

C. parvum in animal feces without clinical signs of diarrhea, highlighting the importance of 

these animals as source of environmental contamination. 

 

Key words:  Cryptosporidiosis. Buffalo cattle. Cryptosporidium ryanae. Cryptosporidium 

parvum. Genetic sequencing. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Os bubalinos possuem importância na economia de diversos países 

principalmente na Ásia e América do Sul (DUBEY, 2008). No Brasil a bubalinocultura é uma 

atividade de importância que atrai adeptos devido ao excepcional desempenho zootécnico dos 

animais. Além disso são extremamente versáteis com produção de carne, leite e trabalho, em 

todas as latitudes e longitudes, nas mais variáveis condições climáticas (SILVA et al., 2003). 

A introdução dos búfalos no Brasil teve início a partir do final do século XIX 

e sua grande adaptabilidade aos diferentes ambientes, sua elevada fertilidade e longevidade 

produtiva, permitiram que o rebanho experimentasse uma evolução considerável no Brasil 

(BERNARDES, 2007). Somente entre os anos de 2012 e 2013, houve um aumento de 5,6% 

deste rebanho no território nacional (IBGE, 2013). 

No Brasil o efetivo de bubalinos é de 1,32 milhão de cabeças com a maior 

concentração localizada na região Norte com 66,5% do rebanho nacional, seguido pela região 

Sudeste com 11,32%, Nordeste 9,11%, Sul com 8,07% e Centro-Oeste 5% (IBGE, 2014). 

A área escolhida para a introdução e desenvolvimento do búfalo, no estado 

Maranhão, foi a Baixada Maranhense notadamente por reunir condições naturais, tais como 

pastagem nativa, inverno regular com quase seis meses de chuva e campos inundados durante 

o período chuvoso (VASCONCELOS, 2012). Este estado possui o maior rebanho de búfalos 

do nordeste com 63,9%, totalizando 80.672 cabeças, distribuídos pelas cinco mesorregiões do 

estado (IBGE, 2013). O mais significativo da produção bubalina neste estado é o espaço 

geográfico que ele ocupa, com áreas disponíveis e condições favoráveis para a criação de 

búfalos em todo o território estadual (VASCONCELOS, 2012). 

Os búfalos são conhecidos por apresentarem grande resistência ao 

desenvolvimento de doenças comuns aos bovinos. No entanto, o hábito de permanecerem 

aglomerados por longos períodos favorece as infecções parasitárias, que podem levá-los a 

apresentarem sinais clínicos (COCKRILL, 1981; LAÚ, 1999).  

O gênero Cryptosporidium spp. responsável por infecções e humanos e 

animais, causando inflamação e atrofia das vilosidades intestinais resultando em perda da 

superfície de absorção e desequilíbrio no transporte de nutrientes (THOMPSON; PALMER; 

O´HANDLEY, 2008). Este parasita tem sido descrito como causa de surtos em humanos em 

diversas regiões do mundo e considerado o mais frequente agente de surtos de transmissão 

hídrica, responsável por 239 surtos entre os anos de 2011 e 2016 (EFSTRATIOU, ONGERTH, 
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KARANIS, 2017).  Estima-se que a criptosporidiose é a maior causa de mortes por diarreia em 

crianças com menos de 5 anos de idade e como agente de grave doença entérica em pessoas 

imunodeficientes, podendo ocasionar a morte destes pacientes (SHOULTZ, de HOSTOS, 

CHOY, 2016; CURRENT, GARCIA, 1991).  

Nos animais de produção a importância da criptosporidiose é traduzida tanto 

pelo potencial zoonótico, de algumas espécies, como também pela perda econômica que a 

infecção promove (OLSON et al., 2004).  Para a etiologia das diarreias neonatais C. parvum é 

considerado importante por ser o enteropatógeno mais comumente encontrado durante as 

primeiras semanas de vida em ruminantes. O parasita frequentemente é o agente principal da 

doença, mas esta torna-se mais acentuada quando outros agentes estão associados 

(RADOSTITS et al., 2000; SILVERLÅS et al., 2013). A importância da faixa etária no estudo 

da cripstosporidiose é descrita por Ribeiro et al. (2000), que verificaram presença de oocistos 

de C. parvum em búfalos mais frequentemente na sexta semana de idade e com maior 

prevalência em animais sem sinais de alterações gastrointestinais, sugerindo que bezerros 

bubalinos não sintomáticos são potenciais fontes de infecção. 

Os isolados de origem animal, humano e ambiental têm sido usados no intuito 

de investigar, por meio da caracterização molecular, o potencial zoonótico das espécies ou 

genótipos do protozoário (XIAO, FAYER, 2008). As pesquisas sobre Cryptosporidium em 

búfalos foram, em grande parte, baseados na identificação morfológica de oocistos ou por meio 

de métodos imunológicos. Ambas as técnicas podem fornecer dados sobre a prevalência, porém 

somente a biologia molecular é capaz de identificar as espécies ou genótipos do parasita, o que 

é fundamental do ponto de vista de saúde pública (FAYER, 2010). São escassos os números de 

estudos relacionados à classificação molecular de Cryptosporidium em bubalinos, porém alguns 

autores têm identificado C. parvum (GOMÉZ-COUSO et al., 2005; CACCIÓ et al., 2007; 

FENG et al., 2012; AQUINO et al., 2015), Cryptosporidium genótipo suíno (AQUINO et al., 

2015), C. ryanae (AMER et al., 2013; AQUINO et al., 2015) e C. bovis (HELMY et al., 2013; 

ABEYWARDENA et al., 2014; MA et al., 2015). Desta forma são necessários estudos de 

ocorrência e caracterização molecular de Cryptosporidium em búfalos para uma constante 

atualização destes animais como potenciais fontes de contaminação. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Cryptosporidium spp  
 

2.1.1 Histórico 

O parasita Cryptsoporidium foi descrito pela primeira vez em 1907 por Tyzzer 

em glândulas gástricas de camundongos de laboratório. Posteriormente, em 1910, o mesmo 

autor descreveu o parasita com maiores detalhes e citou a semelhança deste ao grupo das 

gregarinas, mas caracterizando-o como coccídeo intracelular extra citoplasmático. Mesmo com 

a primeira descrição em 1907, somente em 1955 foi considerado como agente causador de 

diarreia ao ser associado como causa desta doença em perus (SLAVIN, 1955). 

A primeira descrição em bovinos foi realizada por Panciera et al. (1971), que 

observaram diferentes estágios de desenvolvimento de Cryptosporidium nos microvilos do 

epitélio jejunal de uma fêmea de oito meses de vida com histórico de anorexia e diarreia crônica. 

Porém o impacto do Cryptosporidium como causa primaria de doença foi negligenciada até ser 

descrita como fator primário em surtos de diarreia em animais de produção (TZIPORI et al. 

1980). Desde então a cripstosporidiose é considerada causa de diarreia nos bovinos, com o C. 

parvum sendo comumente encontrado nas fezes destes animais nas primeiras semanas de vida 

(RADOSTITS et al., 2000; SILVERLÅS et al., 2013).  

Com o surgimento de pacientes com imunodeficiência causado pelo HIV a 

ocorrência deste parasita tomou maior interesse por causar grave doença nestes pacientes, além 

de acometer crianças com menos de cinco anos de idade e pessoas imunocompetentes (NIME 

et al., 1976; MEISEL et al., 1976). 

Em búfalos a primeira descrição de Cryptosporidium foi realizada na Itália 

por Canestri-Trotti, Quesada (1983) e no Brasil por Araújo et al. (1996) que avaliaram a 

ocorrência da infecção por Cryptosporidium spp. em 120 amostras fecais de bubalinos da região 

do Amapá, por meio da técnica de Sheather, constatando a presença de oocistos em 10% 

(12/120) das amostras. A identificação da espécie foi baseada em critérios morfométricos 

classificando os oocistos como C. parvum e C. muris.  

A análise molecular de Cryptosporidium spp. foi pioneiramente realizada por 

Goméz-Couso et al. (2005) na Espanha, que observaram infecção em uma novilha bubalina. 
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Posteriormente foi descrito em diversos outros países e atualmente, tem sido objeto de estudo 

em bubalinos em diversas regiões do mundo (ABEYWARDENA et al., 2014; AQUINO et al., 

2015; MA et al., 2015; IBRAHIM et al., 2016).  

 

2.2.2 Classificação e Taxonomia 

O gênero Cryptosporidium pertence ao filo Apicomplexa, classe 

Sporozoasida, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina e família 

Cryptosporidiidae (ADL et al., 2005; FAYER, 2008). Porém, Carreno et al. (1999), Barta, 

Thompson (2006) e Kuo et al. (2008) sugeriram que Cryptosporidium é geneticamente mais 

próximo da classe das Gregarinas, devido a existência de estágios extracelulares no ciclo 

biológico do Cryptosporidium andersoni, bem como, a sua multiplicação em meios de cultura 

livre de células (HIJJAWI et al., 2002).  

A classificação de Cryptosporidium no filo Apicomplexa vem sendo 

questionado, desde 1910 Tyzzer relatava a semelhança deste parasita ao grupo das gregarinas. 

Ao analisar sequências genéticas foi observado que o Cryptosporidium não possui relação 

genética próxima dos outros parasitas apicomplexas (JOHNSON et al., 1990; CAI et al., 1992). 

E segundo Berto et al. (2014) trata-se de um parasita com características semelhantes tanto as 

gregarinas quanto aos coccídeos superiores, podendo se apresentar como um grupo distinto 

entre gregarinas e coccídeos (BARTA et al., 2012). 

A partir das classificações atuais Ryan et al. (2014) descrevem 27 espécies de 

Cryptosporidium e 40 genótipos existentes, e entre as espécies de observadas em ruminantes 

são elencados C. parvum, C. andersoni, C. bovis, C. ryanae, C. xiaoi e C. ubiquitum. Entre 

estas, C. parvum é considerada a espécie de maior importância por ser zoonótica, porém C. 

ubiquitum já foi relatado parasitando humanos e animais (LI et al., 2014). Desta forma os 

animais de produção são considerados as maiores reservas de espécies e genótipos zoonóticos 

(XIAO, 2010).  

Dentro da caracterização do C. parvum somente alguns subtipos são 

considerados zoonóticos, os responsáveis por este caráter são os IIa e IId, parasitando tanto 

humanos quanto ruminantes (XIAO, 2010). Segundo Diaz et al. (2010) e Quilez et al. (2013), 

na Espanha, o subtipo IIa parasita preferencialmente bezerros enquanto o IId infectam com 

maior frequência cordeiros e cabritos. 
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Para C. ryanae a classificação ocorreu por Fayer et al. (2008), com a 

inoculação experimental e caracterização molecular e morfológica. Os oocistos de C. ryanae 

são morfologicamente distintos dos demais observados em mamíferos por apresentar o menor 

tamanho e três locus independentes das demais espécies descritas. 

 

2.2.3 Ciclo Biológico e Patogenia  

Cryptosporidium é capaz de se desenvolver nas células epiteliais do trato 

gastrointestinal e respiratório de animais vertebrados (XIAO et al., 2004). A transmissão pode 

ocorrer de forma zooantroponótica, antropozoonótica, entre humanos e entre os animais, de 

forma indireta por meio de alimentos e água contaminados com oocistos e de forma direta pelo 

contato entre os indivíduos (SMITH et al., 2006; WIDMER et al., 2012; MAIKAI; BABA-

ONOJA; ELISHA, 2013; RYAN et al., 2014).  

O ciclo inicia com a ingestão de oocistos e após a excistação, os quatro 

esporozoítos são liberados no intestino e invadem as células epiteliais. Após a invasão o parasita 

se localiza de forma intracelular extra citoplasmática, na superfície das microvilosidades das 

células. O processo de reprodução assexuada é a primeira fase do ciclo com formação de duas 

gerações sucessivas de merontes liberando oito e quatro merozoítos, respectivamente. Os 

merozoítos liberados da segunda merogonia irão formar os micro e macro gamontes, fase 

sexuada do ciclo, que após a fecundação formarão o zigoto. Após ocorrer duas divisões, o zigoto 

completa o ciclo formando o oocisto com parede dupla. Os oocistos sofrem uma multiplicação 

assexuada, a esporulação, e dentro de cada oocisto formam-se quatro esporozoítos, sem 

presença de esporocistos. Os oocistos infectantes eliminados são resistentes às condições 

ambientais, garantindo desta forma a continuidade do ciclo em novos hospedeiros.  São 

formados dois tipos de oocistos os de parede fina, responsáveis pela autoinfecção do hospedeiro 

(cerca de 20% dos oocistos produzidos) e os de parede espessa, liberados nas fezes, altamente 

resistentes (equivalente a 80% do total) (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo biológico do Cryptosporidium spp. 

 

 
Fonte: adaptado de RYAN, XIAO, 2009. 

A manifestação clínica da critposporidiose é marcada por acentuada diarreia 

nos animais. As formas de replicação entérica do parasita deslocam os microvilos e causam 

eventualmente perda do epitélio superficial, esta provoca acentuada diminuição e fusão das 

vilosidades e alongamento das criptas devido à aceleração da divisão celular para compensar a 

perda celular. A combinação entre a perda da borda e altura das vilosidades diminui a 

capacidade de absorção, diminuindo a absorção de fluidos, eletrólitos e nutrientes a partir do 

lúmen do intestino. A perda de enzimas digestivas ligadas à membrana contribui para marcada 

má digestão e da má absorção (TZIPORI; WARD, 2002). 

 

2.2.4 Diagnóstico Molecular 

O diagnóstico molecular está baseado nas ferramentas moleculares capazes 

de identificar material genético de Cryptosporidium spp. por meio de diferentes técnicas, que 

são categorizadas em genotipagem, subtipagem, tipagem multilocus e genômica comparativa 

(RYAN et. al., 2014) 
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Para a genotipagem, uma das técnicas mais utilizadas é a PCR-RFLP, que 

para ruminantes utiliza-se das enzimas de restrição SspI e MboII. Neste caso, o produto da PCR 

é clivado e apresenta um padrão distinto de bandas de acordo com a espécie presente. C. parvum 

quando clivado pela enzima MboII apresenta amplicons com 771 e 76 pares de bases, enquanto 

C. ryanae possui 574, 185 e 76 pares de bases (FENG et al., 2007). 

A subtipagem é mais utilizada para espécies zoonóticas de Cryptosporidium, 

com análise da sequência do gene gp60. São avaliadas as repetições dos trios de nucleotídeos 

TCA, TCG ou TCT da porção final 5’ (RYAN et al., 2014). Assim C. parvum recebe a 

denominação da subfamília como “II” com variações IIa, IIb, IIc e assim por diante de acordo 

com sequencias já descritas e catalogadas em bancos de dados de acesso público, como 

GenBank, desta forma o subtipo é classificado com o número e letra atribuído seguido das 

repetições das trios de nucleotídeos.  

 

2.3 Cryptosporidium em Búfalos  
 

Em animais de produção a criptosporidiose apresenta grande importância 

tanto pelas perdas econômicas ocasionadas por esta infecção, quanto pelo potencial zoonótico 

que algumas espécies apresentam (OLSON et al., 2004). Particularmente sob este último 

aspecto, os bovinos neonatos são identificados como os maiores reservatórios de espécies de 

Cryptosporidium (PLUTZER; KARANIS, 2009; XIAO, 2010).  

A idade dos búfalos, assim como para os bovinos, pode ser fator relevante na 

infecção parasitária. Mamun et al. (2011) relatam que búfalos jovens são 1,30 vezes mais 

susceptíveis a infecção do que búfalos adultos. Ao avaliar fezes de 179 bezerros de búfalos e 

359 adultos, Amer et al. (2013) obtiveram 9,5% de positividade nos bezerros e nenhum animal 

positivo entre os adultos. Uma porcentagem maior em animais jovens foi relatada, também, por 

Ibrahim et al. (2016), animais com menos de dois meses de idade obtiveram 17,7% (8/45) de 

positividade, enquanto os animais com dois meses a um ano 10,9% (6/55) e os com mais de um 

ano de idade apresentaram somente 6,7% (2/30). Ainda com relação à idade, búfalos de pré 

desmame apresentaram prevalência de 80% enquanto os animais de pós desmame 28,8% (MA 

et al., 2015).  

Espera-se que sejam observadas espécies de Cryptosporidium semelhantes 

entre bovinos e búfalos, todavia o padrão molecular distinto tem sido descrito (GÓMEZ-

COUSO et al., 2005). Em bovinos pré desmame C. parvum é a principal espécie identificada, 

porém nos bezerros desmamados C. bovis e C. ryanae são as espécies mais encontradas 
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(SANTÍN et al., 2004), sendo estas últimas mais comumente identificadas em bovinos 

assintomáticos (SANTÍN et al., 2008). E búfalos, genótipos com 99% de similaridade a C. 

ryanae tem sido descrido com maior frequência do que outras espécies de Cryptosporidium 

(FENG et al., 2012; AMER et al., 2013). 

As frequências e as espécies de Cryptosporidium spp em bubalinos no Brasil 

e algumas regiões do mundo podem diferir conforme apresentado no Quadro 1. Na primeira 

descrição molecular de Cryptosporidium em búfalos no Brasil, Aquino et al. (2015) obtiveram 

48,2% de positividade, sendo C. ryanae a espécie mais frequente enquanto Condoleo et al. 

(2007), na Itália, constataram uma ocorrência de 14,7% (51/347) de coproantígenos em animais 

assintomáticos com idade entre uma a nove semanas, em 90 propriedades rurais e uma 

associação positiva entre a infecção e o número elevado de búfalos (>100) na propriedade. 

Entre as espécies descritas em fezes de búfalos estão C. parvum, C. ryanae, 

C. bovis e C. suis. A espécie C. ryanae tem sido descrita frequentemente (FENG et al., 2012; 

ABEYWARDENA et al., 2013; AMER et al., 2013; ABEYWARDENA et al., 2014; MA et al., 

2015), bem como, C. parvum de caráter zoonótico, portanto, esses animais podem ser 

considerados fonte de contaminação ambiental e infecção humana e animal 

(ABEYWARDENA et al., 2013; AMER et al., 2013; AQUINO et al., 2015; ZAHEDI et al., 

2015; IBRAHIM et al., 2016). 
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Tabela 1. Ocorrência da infecção por Cryptosporidium em búfalos de acordo com a técnica 
diagnóstica utilizada e localização geográfica. 
 
Espécies Número de 

animais 
examinados 

% de 
positividade 

Técnica Local Autor 

- 120 10% Sheather Brasil Araujo et al., 1996 
- 341 0% IFA Espanha Gomez-Couso et. al, 

2005 
- 347 14,7 % ELISA Itália Condoleo et. al, 2007 
C. parvum (6) 57 14% IFA e PCR 

18S 
Itália Cacciò et.al, 2007 

- 347 14,7% ELISA Itália Rinaldi et. al, 2007a 
- 117 19,8% ELISA Itália Rinaldi et. al, 2007b 
- 250 24% Ziehl-Neelsen  Paquistão Nasir et. al, 2009 
C. ryanae (16) 81 37% Ziehl-Neelsen 

RFLP 18S 
gp60 

Nepal Feng et. al, 2012 
 

C. parvum (2) 
C. bovis (1) 
semelhante a 
C. ryanae (54) 
semelhante a 
C. suis (1) 

476 13% PCR 18S Austrália Abeywardena et. al, 
2013 

C. ryanae (10) 
C. parvum (5) 

179 9,5% Sheather e 
PCR 18S 

Egito Amer et. al, 2013 

- 253 2,37% Concentração 
formol-éter 
modificado, 
coloração 
fucsina 
carbólica 

Brasil Destro et al., 2014 
 

- 297 9,8% PCR 18S SriLanka Abeywardena et. al, 
2014 

C. bovis (7) 
C. ryanae (33) 

181 23,8% PCR 18S  China Ma et. al, 2015 

C. parvum (4) 
C. bovis (1) 

50 30% PCR 18S Austrália Zahedi et. al, 2015 
 

C. parvum (2) 
C. bovis (2) 

50 12% PCR 18S Austrália Zahedi et. al, 2015 
 

C. ryanae (60) 
C. parvum (1) 
C. suis (2) 

222 48,2% PCR 18S Brasil Aquino et al., 2015 
 

C. parvum (4) 130 12,3% Ziehl-Neelsen 
e PCR COWP 
gp60 

Egito Ibrahim et. al, 2016 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo Geral 
 

Determinar a ocorrência e caracterizar molecularmente Cryptosporidium spp. 

em bezerros bubalinos (Bubalus bubalis) da região da Baixada Maranhense, Brasil. 

 

4.2 Objetivos Específicos 
 

Detectar por meio da nested PCR baseada no gene 18S rRNA 

Cryptosporidium em fezes de bezerros bubalinos. 

Identificar as espécies e avaliar filogeneticamente o distanciamento entre as 

sequências obtidas.  
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5 ARTIGO 

PRIMEIRA IDENTIFICAÇÃO DE Cryptosporidium parvum subtipo IIaA20G1R1 EM 

BEZERROS BUBALINOS DO BRASIL 

FIRST IDENTIFICATION OF Cryptosporidium parvum subtype IIaA20G1R1 IN 

BUFFALO CALVES FROM BRAZIL 

 

RESUMO 

 

O Cryptosporidium é o agente primário de importante zoonose de distribuição mundial. Em 
búfalos, a identificação deste parasita foi realizada em diferentes faixas etárias e podem ou não 
estar associados a quadros de diarreia. Entre as espécies já descritas no Brasil e no mundo se 
encontram Cryptosporidium parvum, C. ryanae, C. bovis e C. suis. O presente estudo teve por 
objetivo caracterizar molecularmente Cryptosporidium de búfalos em quatro propriedades 
leiteiras da região da Baixada Maranhense, Brasil. Foram avaliadas 122 amostras de fezes não 
diarreicas de animais na faixa etária de 0 a 12 meses de ambos os sexos, das raças murrah, 
mediterrâneo e jafarabadi. Por meio da técnica de nested PCR 18S rRNA, RFLP e 
sequenciamento genético, foi observado uma ocorrência de 13,11% (16/122) de amostras 
positivas. Destas, por meio da RFLP, 15 amostras apresentaram padrões de C. ryanae e uma de 
C. parvum. A amostra identificada como C. parvum foi submetida a nested PCR do gene gp60 
e posterior sequenciamento genético para subtipagem. As amostras com qualidade de 
sequenciamento foram identificadas como C. ryanae (quatro amostras) e C. parvum subtipo 
IIaA20G1R1 (uma amostra), sendo esta é a primeira identificação do subtipo IIaA20G1R1 no 
Brasil. A presença deste parasita em fezes não diarreicas alerta para a importância deste animal 
como fonte de infecção e manutenção do parasita no ambiente. 
 

 

Palavras-chave: nested-PCR, criptosporidiose, Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium 

parvum, diagnóstico molecular. 
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ABSTRACT 

 

 

Cryptosporidum is the primary agent of important worldwide distribution zoonosis, 
cryptosporidiosis. In buffaloes, the identification of this parasite was performed in different age 
groups and may or may not be associated with diarrhea with prevalences between 0 and 37%. 
Among the species already described in Brazil and in the world are C. parvum, C. ryanae, C. 

bovis and C. suis. In this way the present study had the objective of evaluating the occurrence 
and molecular characterization of buffalo Cryptosporidium spp. in four properties of the region 
of Baixada Maranhense, Brazil.  Were evaluated 122 samples of non-diarrheal feces from 
animals aged 0 to 12 months of male and female. Through the technique of nested PCR 18S 
rRNA, RFLP and genetic sequencing. An occurrence of 13.11% (16/122) of positive samples 
was observed. Of these, through RFLP, 15 samples presented patterns of C. ryanae and one of 
C. parvum. The sample identified as C. parvum was submitted to nested PCR of the gp60 gene 
and subsequent genetic sequencing for subtyping. Samples with sequencing quality were 
identified as C. ryanae (four samples) and C. parvum subtype IIaA20G1R1 (one sample). This 
is the first identification of the IIaA20G1R1 subtype in Brazil. The presence of this parasite in 
non-diarrheal feces alerts to the importance of this animal as a source of infection and 
maintenance of the parasite in the environment. 
 
 
Key words: nested-PCR, cryptosporidiosis, Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium 

parvum, molecular diagnosis. 
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5.1 Introdução 
 

Cryptosporidium spp. é um gênero do filo Apicomplexa capaz de infectar 

uma grande variedade de espécies animais incluindo os seres humanos (CACCIÓ et al., 2005), 

entre as espécies deste parasita que são consideradas zoonóticas estão descritas, C. parvum, C. 

meleagridis, C. canis, C. felis, C. muris, C. suis (XIAO, 2010). Dentre estes, C. parvum assume 

um papel relevante na epidemiologia da doença em humanos devido a sua grande frequência 

de excreção em fezes de animais (DUFOUR et al., 2012). É causa de surtos em humanos em 

diversas regiões do mundo e considerado o mais frequente protozoário em surtos de transmissão 

hídrica, responsável por 239 surtos entre os anos de 2011 e 2016 (EFSTRATIOU; ONGERTH; 

KARANIS, 2017). 

 A capacidade dos bubalinos em produzir e se reproduzir em locais onde 

outras espécies de ruminantes não tem apresentado índices zootécnicos satisfatórios (JORGE, 

2005), faz com que estes animais desempenhem uma relevante função na economia de diversos 

países principalmente na Ásia e América do Sul (DUBEY, 2008). Assim no Brasil ocorreu um 

crescimento substancial neste rebanho, 5,6% entre os anos de 2012 e 2013 (IBGE, 2013), com 

um efetivo de bubalinos é de 1,37 milhão de cabeças (IBGE, 2015), com o estado do Maranhão 

apresentando o maior rebanho da região Nordeste com 67,75%, distribuídos pelas cinco 

mesorregiões (IBGE, 2015). 

A criptosporidiose tem apresentado grande importância em animais de 

produção, tanto pelo potencial zoonótico de algumas espécies, como também pela perda 

econômica ocasionada por esta infecção (OLSON et al., 2004). São escassos os números de 

estudos relacionados à classificação molecular de Cryptosporidium em bubalinos, no entanto, 

alguns autores têm identificado C. parvum (GOMÉZ-COUSO et al., 2005; CACCIÓ et al., 

2007; FENG et al., 2012; AQUINO et al., 2015), Cryptosporidium genótipo suíno (AQUINO 

et al., 2015), C. ryanae (AMER et al., 2013; AQUINO et al., 2015) e C. bovis (HELMY et al., 

2013; ABEYWARDENA et al., 2014; MA et al., 2015). Na primeira descrição molecular de 

Cryptosporidium em búfalos no Brasil, Aquino et al. (2015) obtiveram 48,2% de positividade, 

sendo C. ryanae a espécie mais frequente. Em outras regiões, como Egito e Nepal, essa espécie 

também tem sido descrita em búfalos (FENG et al., 2012; AMER et al., 2013). 

Desta forma, estudos para caracterização molecular de Cryptosporidium são 

fundamentais para o conhecimento da epidemiologia desse parasita em bubalinos. Assim, o 

presente trabalho teve como objetivos determinar a ocorrência Cryptosporidium spp. em 



 35 

bezerros de búfalos e identificar por meio de RFLP sequenciamento genético as espécies 

presentes. 

 
5.2 MATERIAL DE MÉTODOS 

5.2.1 Local de Estudo 

As amostras foram obtidas de quatro propriedades, sendo duas em Vitória do 

Mearim (03º 27' 44" S, 44º 52' 14" W), uma propriedade em Arari (03° 34' 46" S, 44° 39' 29" 

W) e uma propriedade em Viana (03° 11' 46" S, 45° 00' 19" W), todas na região da Baixada 

Maranhense, no período de setembro a dezembro de 2014. 

Esta região está localizada na mesorregião norte do estado e apresenta 

aproximadamente seis meses de chuva (janeiro a junho) e campos inundados durante o período 

chuvoso, sendo a temperatura média mínima de 24º C entre março e julho e a média máxima 

de 29º C com pico em novembro (EL-ROBRINI; MARQUES; SILVA et al., 2006).  É 

caracterizada como uma planície fluviolagunar, parcialmente coberta por água pluvial e 

vegetação de pasto (BANDEIRA, 2013).  

 As propriedades possuem sistemas de criação semi-intensivo, de exploração 

leiteira e com a raça Murrah predominante nos rebanhos. Somente as propriedades número um 

e quatro possuíam, também, Mediterrâneo e Jafarabadi, respectivamente. 

5.2.2 Amostras 

Foram coletadas 122 amostras (66 machos e 56 de fêmeas) de fezes de 

bezerros bubalinos (Bubalus bubalis) de até 12 meses de idade. Destas 54 (28 machos e 26 

fêmeas) foram obtidas da propriedade número um, 16 (6 machos e 10 fêmeas) da número dois, 

42 (29 machos e 13 fêmeas) da número três e 10 (3 machos e 7 fêmeas) da número quatro.  

As amostras foram obtidas diretamente da ampola retal e mantidas em freezer 

a -20ºC até o momento da extração de DNA. Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais em Ensino e Pesquisa do Instituto Federal de Educação Ciência e 

Tecnologia do Maranhão sob o número 23249.018982.2015-73. 
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5.2.3 Extração de DNA, nested PCR e RFLP 

Para realização da extração de DNA 50μl de amostra foi adicionado 1mL Tris 

– EDTA (TE) e centrifugada (4000xg durante 15 minutos). Em seguida o sobrenadante foi 

descartado e os sedimentos foram submetidos a três ciclos de congelamento/descongelamento, 

com congelamento a -80°C e aquecimento a 30°C em banho seco. Este material foi submetido 

à extração de DNA com Kit comercial Nucleospin Tissue® (Macherey – Nagel, Düren, 

Alemanha). 

Os produtos da extração foram submetidos à técnica de nested PCR em 

triplicata para obtenção de um fragmento de 825pb do gene 18S rRNA, com utilização de 

primers específicos para gênero Cryptosporidium (XIAO et al., 1999).  Para a primeira reação, 

foram utilizados os prímers: Fw1: TTCTAGAGCTAATACATGCG e Rv2: 

CCCATTTCCTTCGAAACAGGA e para a segunda reação, os prímers continham as 

sequências: Fw3: GGAAGGGTTGTATTTATTAGAT e Rv4: 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA.   

As reações foram realizadas em um volume de 25 µl contendo: 1 x PCR 

buffer, 2,5 mM de MgCl2, 0,2 µM de DNTP, 0,2 µM de cada primer, 1,25 U de Platinum Taq 

(Invitrogen®), 2,5 µl de DNA e H2O mili-Q estéril. A primeira e segunda reação foram 

realizadas com ciclos idênticos de tempo e temperatura: Incubação inicial 95ºC por 5 minutos, 

desnaturação 94ºC por 45 segundos, anelamento 55ºC por 45 segundos, síntese 72ºC por 1 

minuto e extensão final 72ºC por 5 minutos. A desnaturação, anelamento e síntese repetiram-

se 34 vezes antes do passo de extensão final.A visualização do resultado da PCR foi realizada 

em gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR® Safe (DNA Gel Stain; Invitrogen, Brasil), 

visualizado por luz ultravioleta e foto documentado usando o programa LPix Imagem ST 

(Loccus Biotecnologia). 

As amostras positivas para Cryptosporidium spp., foram analisadas quanto ao 

polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição (RFLP) com as enzimas SspI, AseI e 

Mboll para a discriminação de espécies (XIAO et al., 1999; FENG et al., 2007). Foram 

realizadas as reações separadas com 1X NEB® Buffer, 5U de enzima (SspI e Mboll) e 3U 

(AseI), 5 μl do segundo produto de reação de PCR e água ultrapura até 20 μl. Para as clivagens 

as suspensões foram mantidas a 37 ° C por uma hora e 65 ° C durante 15 minutos. Os produtos 

da clivagem foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2,5% corado com SyBR 

Safe® (DNA Gel Stain; Invitrogen, Brasil) e foto documentados. Os padrões de ligação foram 

comparados com imagens padrão contidas em Cryptodb (http://www.cryptodb.org). 
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Para amostra positiva identificada como C. parvum na RFLP foi então 

realizada a nested PCR do gene gp60 (ALVES et al., 2003).  Para a primeira reação, foram 

utilizados os prímers: F1: ATAGTCTCCGCTGTATTC e R2: GGAAGGAACGATGTATCT 

e para a segunda reação, os prímers continham as sequências: F3: TCCGCTGTATTCTCAGCC 

e R4: GCAGAGGAACCAGCATC.   

5.2.4 Sequenciamento e construção de árvore filogenética 

Os amplicons sintetizados durante a nested-PCR foram submetidos à 

purificação por meio do kit comercial PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, São 

Paulo, Brasil). Após a purificação, foram submetidos ao sequenciamento genético utilizando o 

kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applyed Biosystems, Foster City, CA, 

USA), por meio do ABI3730xl Genetic Analyzer (Applyed Biosystems, Foster City, CA, USA). 

Os dados obtidos após o sequenciamento permitiram comparações entre 

amplicons complementares de uma mesma amostra, o que permitiu a construção de sequencias 

consensus que foram comparadas com sequências depositadas no Genbank por meio da 

ferramenta Blastn, para determinação de espécies. 

O alinhamento das sequências foi realizado no software Bioedit Sequence 

Aligment Editor 7.2.5, incluindo amostras de referência. Por meio dos consensus, com a 

utilização do software MEGA6 (TAMURA et al., 2013), foi construída a árvore filogenética 

comparando os isolados obtidos e outros isolados cujas sequências estão depositadas no 

Genbank. Os parâmetros utilizados para a construção da árvore filogenética foram obtidos pelo 

método da máxima verossimilhança com o Kimura dois parâmetros da distância (KIMURA, 

1980). As análises estatísticas de árvores filogenéticas foram determinadas pelo método 

bootstrap em 1000 repetições. 

5.2.5 Análise estatística 

As variáveis estudadas foram avaliadas com o teste de qui-quadrado e adotou-

se o nível de significância de 5%, utilizando o Programa OpenEpi 3.03a.  
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5.3 Resultados  
 

Dos 122 animais analisados, foi observada uma positividade de 13,1% (16 

amostras) para Cryptosporidium spp. pela técnica de nested-PCR do gene 18S rRNA. A 

positividade nas fêmeas e machos foi de 14,3% e 15,7% respectivamente (p = 0,93) e duas 

propriedades apresentaram animais positivos (propriedade 1 e 3). 

As 16 amostras positivas foram submetidas a RFLP e identificadas como C. 

ryanae (15 amostras) e C. parvum (uma amostra). A amostra de C. parvum, foi submetida a 

nested PCR do gene gp 60 e posterior sequenciamento genético com identificação do subtipo 

IIaA20G1R1. Das amostras positivas para C. ryanae quatro obtiveram índices satisfatórios em 

quantidade e qualidade de DNA para sequenciamento genético a partir do gene 18S rRNA que 

se confirmaram como C. ryanae com identidade genética de 99% a 100% com amostras 

depositadas no GenBank.   

A concordância dos resultados obtidos nas comparações com a ferramenta 

Blastn foi possível após a realização das análises filogenéticas das sequencias consensus e 

construção das árvores filogenéticas apresentadas nas Figuras 2 e 3. Para C. ryanae somente 

um grupamento de espécies foi formado com todas as amostras agrupando-se com a sequência 

padrão C. ryanae (JN400880.1). A amostra de C. parvum se encontra no grupamento com a 

sequência padrão do subtipo IIaA20G1R1 (KJ158750.1). 
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Figura 2 – Árvore filogenética de sequencias do gene 18S rRNA de Cryptosporidium de búfalos 
(Bubalus bubalis) da baixada Maranhense e de outras espécies de Cryptosporidium disponíveis 
no GenBank. 
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Figura 3 – Árvore filogenética de sequência do gene gp60 de Cryptosporidium de búfalo 
(Bubalus bubalis) da baixada Maranhense e de outras espécies de Cryptosporidium disponíveis 
no GenBank. 
 

 
 

5.4 Discussão 
 

Estudos de nested PCR em búfalos, baseados no gene 18S rRNA, tem 

apresentado positividade para bezerros de 8,4% no SiriLanka (ABEYWARDENA et al., 2014), 

9,5% no Egito (AMER et al., 2013) e 48,2% no Brasil (AQUINO et al., 2015). Para outras 

técnicas como ELISA, também em bezerros, a porcentagem observada foi de 14%, 14,7% e 

19,8% na Itália (CACCIÒ et al., 2007; CONDOLEO et al., 2007; RINALDI et al., 2007). Para 

IFI foi observado 0% na Espanha (GOMEZ-COUSO et al., 2005) e para coloração de Ziehl-

Neelsen as ocorrências encontradas são de 12,3% no Egito (IBRAHIM et al., 2016), 25,6% no 

Paquistão (NASIR et al., 2009) e 37% no Nepal (FENG et al., 2012), desta forma os resultados 

acima descritos se encontram dentro das prevalências esperadas.  

Assim como as prevalências, as espécies descritas no presente estudo estão 

entre as relatadas em búfalos no Brasil e em diferentes regiões do mundo. No Brasil, Aquino et 

al. (2015), avaliando, também, bezerros bubalinos, obtiveram positividade 48,2% (107/222) e 
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identificação de C. ryanae (60 amostras), C. parvum (uma amostra) e C. suis (duas amostras). 

Bem como no presente trabalho outros autores tem observado uma maior frequência de C. 

ryanae que outras espécies de Cryptosporidium em búfalos (AMER et al., 2013; FENG et al., 

2012; AQUINO et al., 2015; MA et al., 2015).   

Na Austrália, Abeywardena et al. (2013) e Zahedi et al. (2015) observaram 

resultados semelhantes ao presente trabalho, com 13% (62/476) e 12% (6/50) de positividade 

respectivamente. Porém com identificação de C. bovis, C. suis, C. parvum e C. ryanae no 

primeiro trabalho e C. bovis e C. parvum no segundo. Este resultado pode ser explicado pelo 

fato dos búfalos estudados no presente trabalho se encontrarem em condições climáticas 

semelhantes aos estudados por Zahedi et al. (2015) na Austrália.  

No presente trabalho a porcentagem de positividade estre machos e fêmeas 

pode estar relacionado ao fato dos animais compartilharem o mesmo ambiente. Porém machos 

apresentam um número maior de positividade, sendo este fato também observado por Ibrahim 

et al. (2016) no Egito. Estes autores obtiveram 14,5% dos positivos (8/55) entre os machos e 

10,7% (8/75) entre as fêmeas, com um total 12,3% (16/130) de amostras positivas para 

Crypstosporidium.   

A caracterização de C. parvum IIaA20G1R1 é a primeira deste subtipo no 

Brasil, que já foi descrito em bovinos na Servia e Montenegro (MISIC, ABE, 2007), Suécia 

(SILVERLÅS et al., 2013) e Argentina (TOMAZIC et al., 2013; Del COCO et al., 2014). Este 

subtipo não apresenta até o momento descrição em humanos, porém a subfamília IIa é relatada 

como zoonótica (XIAO, 2010). 

Desta forma a ocorrência de Cryptosporidum em bezerros assintomáticos já 

relatada em outros trabalhos (NASIR et al., 2009; AQUINO et al., 2015; IBRAHIM et al., 2016) 

e também descrita no presente estudo, ressalta a importância destes animais para manutenção 

desta parasitose nos rebanhos, servindo de fonte de infecção para búfalos recém introduzidos 

no mesmo ambiente. A faixa etária, se mostra como fator relevante já que búfalos jovens são 

1,30 vezes mais susceptíveis a infecção do que búfalos adultos (MAMUN et al., 2011).  

Assim continuam sendo necessários estudos epidemiológicos e de 

caracterização molecular das espécies presentes nos búfalos a fim de obter resultados do real 

potencial destes animais como fonte de contaminação ambiental. 
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5.4 Conclusão 
 

Este trabalho apresenta a primeira caracterização molecular de 

Cryptosporidium em búfalos da região nordeste do Brasil e a primeira descrição de C. parvum 

subtipo IIaA20G1R1 no Brasil. A ocorrência desta parasitose em animais sem sinais clínicos 

de diarreia demonstra a importância dos assintomáticos para manutenção deste parasita nos 

rebanhos. 
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6 CONCLUSÃO GERAL 

 

-  O trabalho apresenta a primeira descrição de caracterização molecular de 

Cryptosporidium em bezerros de búfalos da região nordeste e de C. 

parvum subtipo IIaA20G1R1 no Brasil. 

- A técnica de Nested PCR do gene 18S foi eficiente na identificação de 

Cryptosporidium em fezes de búfalos. 

-  Foi possível a construção de árvore filogenética com formação de somente 

um grupamento com a espécie C. ryanae. 

-  Os bubalinos agem como fonte de infecção e manutenção do parasita no 

rebanho. 
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