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OCORRÊNCIA E CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE Cryptosporidium spp. 
EM BEZERROS (BOS TAURUS E BOS INDICUS) DA REGIÃO CENTRO-OESTE 

DE MINAS GERAIS 
 
 

RESUMO 
 

A criptosporidiose é uma enfermidade de veiculação hídrica, possui como agravante 
a dificuldade de prevenção da contaminação ambiental e ausência de medidas 
terapêuticas eficazes. Com acentuada importância na bovinocultura, ocasiona 
inflamação e atrofia das vilosidades intestinais resultando em perda da superfície de 
absorção. O presente estudo teve como objetivo caracterizar molecularmente a 
infecção por Cryptosporidium spp. em bezerros do Município de Formiga, região 
Centroeste de Minas Gerais. Um total de 300 amostras de fezes de bezerros 
holandeses, nelore e sem raça definida, foram avaliadas pela técnica de coloração 
contraste negativo de verde malaquita e por meio da reação de nested-PCR para 
amplificação de fragmentos de DNA da subunidade 18S do gene do RNA 
ribossômico. Ocorrência de 5,33% (16/300)  pelo verde malaquita e 4,66% (14/300) 
pela PCR  foram observadas, sendo que por meio da  caracterização molecular 
foram identificadas as espécies Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium 
ryanae. Os bezerros infectados apresentavam baixa eliminação de oocistos de 
Cryptosporidium spp. Não houve sendo que não houve relação da positividade com 
todas as variáveis estudadas. No sequenciamento foi encontrado as espécies de C. 
andersoni e C. ryanae, inclusive parasitando bezerros em faixas etárias, não 
relatadas na literatura. Estas duas espécies de Cryptosporidium, caracterizados 
molecularmente (Nested-PCR), no presente estudo, são descritas pela primeira vez 
parasitando bovinos do estado de Minas Gerais, Brasil. 
 
 
 
Palavras-Chave: Bovinos, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium ryanae, e 
Minas Gerais. 
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OCCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF CALVES IN 
Cryptosporidium spp. (BOS TAURUS AND BOS INDICUS) IN SOUTH-WEST OF 

MINAS GERAIS 
 
 

ABSTRACT 
 

Cryptosporidiosis is a waterborne disease, has as aggravating the difficulty of 
preventing environmental contamination and the absence of effective therapeutic 
measures. With pronounced importance to the cattle, causes villous atrophy and 
inflammation resulting in loss of intestinal absorption surface. The present study 
aimed to characterize molecularly infection by Cryptosporidium spp. calves in the City 
of Formiga, Midwest region of Minas Gerais. A total of 300 stool samples from 
Holstein calves, and Nelore breed were evaluated by negative contrast staining of 
malachite green and through the reaction of nested-PCR for amplification of DNA 
fragments of the 18S subunit of the RNA gene ribosomal. Occurrence of 5.33% 
(16/300) for malachite green and 4.66% (14/300) were observed by PCR, and by 
molecular characterization were identified species Cryptosporidium andersoni and 
Cryptosporidium ryanae. Calves infected had lower elimination of Cryptosporidium 
spp. There was no positive relationship with all the variables. Sequencing were found 
in the species C. andersoni and C. ryanae, including parasitizing calves in age, not 
reported in the literature. These two species of Cryptosporidium, molecularly 
characterized (nested PCR), the present study describes for the first time parasitizing 
cattle in the state of Minas Gerais, Brazil. 
 
 
 
KEY-WORDS: Cattle, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium ryanae and 
Minas Gerais. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Os protozoários do gênero Cryptosporidium são parasitos intracelulares 

obrigatórios, pertencentes ao filo Apicomplexa e capazes de se desenvolver 

nas microvilosidades das células epiteliais do trato gastrintestinal de 

hospedeiros vertebrados como mamíferos, aves, répteis, peixes, e anfíbios 

(XIAO et al., 2004). 

A criptosporidiose humana se caracteriza por diarreia, desidratação, má 

absorção e perda de peso Tzipori e Ward (2002). Infecções autolimitantes 

podem ocorrer em indivíduos imunocompetentes Al-Braiken et al. (2003). Em 

pacientes imunocomprometidos, esta enfermidade geralmente apresenta 

evolução para a forma crônica e subsequente óbito (ABRAHAMSEN et al., 

2004).  

Nos  imunossuprimidos, a infecção é frequentemente crônica, ou até 

letal (XIAO et al., 2004). Assim, a importância desta doença é traduzida não só 

pelo potencial zoonótico de algumas espécies, como também pela perda 

econômica que esta infecção pode promover (OLSON et al., 2004). 

Séria enfermidade de veiculação hídrica tem como agravante a 

dificuldade de prevenção da contaminação ambiental e ausência de terapias 

eficazes (Dillinghama et al., 2002), sendo incluída na iniciativa das Doenças 

Negligenciadas da Organização Mundial da Saúde, com  estreita relação a 

populações de baixo poder aquisitivo, precárias condições de saneamento 

básico e qualidade da água consumida (SAVIOLI et al., 2006).  

 A partir da década de 80, o protozoário Cryptosporidium tem sido 

considerado um importante agente etiológico de diarreia, no contexto da 

medicina humana e veterinária Sréter e Varga (2000); Ashbolt (2004); Xiao et 

al. (2004). Em seres humanos, adquiriu ainda, enorme importância em saúde 

pública, após o surgimento do Síndrome da Imunodeficiência Adquirida  (XIAO; 

FAYER, 2008; FAYER, 2010). 

Algumas características particulares distinguem esse gênero de outros 

coccídeos, como a localização que ocupam na célula do hospedeiro, a 

capacidade de auto-infecção e sua resistência a muitos antiparasitários. Os 

oocistos são altamente resistentes em condições ambientais e a ação de 

produtos químicos, o que é atribuído à sua parede que consiste de uma 
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complexa barreira protetora formada por uma dupla camada de matriz 

lipoproteica e carboidratos (PLUTZER; KARANIS, 2009). 

Os métodos convencionais para o diagnóstico desta infecção incluem as 

técnicas de microscopia de imunofluorescência, testes imunoenzimáticos 

(ELISA) usando anticorpos não específicos e esfregaços fecais com corantes 

ácidos rápidos, como Ziehl-Neelsen ou fucsina-carbólica, que exigem tempo e 

experiência do observador, visto que os oocistos são dificilmente visualizados, 

apresentam dimensões diminutas e não contém esporocistos (FAYER, 2010).  

Com relação aos métodos diagnósticos de rotina supracitados, vale 

ressaltar que oocistos e outros estágios evolutivos do gênero Cryptosporidium 

são muito pequenos e por vezes muito semelhantes, em suas características 

morfológicas e de coloração, às leveduras, fungos e outras estruturas 

presentes em amostras fecais, o que pode resultar em diagnósticos falso-

positivo. Em casos em que há poucos oocistos em amostras fecais, ou dúvidas 

quanto ao diagnóstico, é recomendado que este seja confirmado por meio da 

combinação dessas técnicas, ou de preferência, utilizando técnicas mais 

específicas como a PCR (MEIRELES, 2010).  

Além disso, somente a biologia molecular é capaz de identificar as 

espécies ou genótipos do referido gênero, o que é relevante do ponto de vista 

de saúde pública e animal (FAYER, 2010). 

Cryptosporidium parvum, é um importante agente etiológico de diarreia 

em ruminantes recém-nascidos O’Handley e Olson (2006), com reconhecido 

potencial zoonótico (Xiao e Feng, 2008). A espécie bovina pode também ser 

infectada pelo Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium ryanae e 

Cryptosporidium andersoni (FAYER et al., 2008; SANTIN et al., 2008; XIAO, 

2010, ROBINSON et al., 2012). 

Na literatura brasileira, devido ao alto custo de técnicas moleculares, os 

métodos de microscopia são os mais utilizados para o diagnóstico de rotina de 

infecções por Cryptosporidium spp. Em virtude da variação genética entre as 

espécies e genótipos de Cryptosporidium, é de fundamental importância a 

caracterização molecular de isolados em nosso país (MEIRELES, 2010). 

Devido à escassez de trabalhos sobre caracterização molecular de 

Cryptosporidium spp em bezerros, no estado de Minas Gerais, Brasil e pela 

inexistência de um estudo comparativo da ocorrência deste protozoário em 
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grupos raciais de grande importância econômica (leite e carne) realizou-se a 

presente pesquisa. 
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2. OBJETIVO 
 
2.1 Objetivos gerais 

Determinar a ocorrência e caracterizar molecularmente Cryptosporidium 

spp em bezerros do Centroeste de Minas Gerais, Brasil. 

 

2.2  Objetivos específicos 
Demonstrar a intensidade do parasito na região estudada e verificar a 

importância da infecção. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

Em 1907, Ernest Edward Tyzzer, detectou com ineditismo, 

Cryptosporidium muris em glândulas gástricas de camundongos. 

Posteriormente este mesmo pesquisador evidenciou o Cryptosporidium 

parvum, em células do intestino delgado desta mesma espécie animal 

(TYZZER, 1912). 

Quanto à posição taxonômica, este parasito está classificado na Classe 

Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem 

Eimeriorina e Família Cryptosporidiidae (LEVINE, 1984; XIAO; FAYER, 2008).   

Bezerros de aptidão leiteira e de corte mantidos em confinamento são 

mais acometidos por C. parvum, sendo rara a ocorrência em bezerros criados 

extensivamente (MARTINS-VIEIRA et al., 2009). 

O gênero Cryptosporidium foi isolado pela primeira vez em bovinos, com 

oito meses de idade, que apresentou debilidade, diarreia crônica associada a 

lesões patológicas leves como atrofia das vilosidades intestinais (PANCIERA et 

al., 1971). 
Angus (1987) verificou que um bezerro infectado pode eliminar mais de 

1010 oocistos por dia, em períodos de quatro a 14 dias, confirmando seu 

importante papel na contaminação ambiental. 

Quando o Cryptosporidium é o único agente determinante de diarreia, a 

letalidade é baixa, mas em associação com outros agentes infecciosos, de 

acordo com o grau de imunidade e do estado nutricional do hospedeiro, a taxa 

de óbitos pode ser consideravelmente alta (CHERMETTE & BOUFASSA-

OUZROUT, 1988).  

Os resultados dos inquéritos epidemiológicos de criptosporidiose em 

bovinos são muito variáveis, mas de modo geral apresentam a morbidade 

elevada. Kirkpatrick (1985), revisando dezenas de trabalhos sobre o assunto, 

encontrou taxas de ocorrência entre 10 e 85%, com uma média de 25% de 

bezerros infectados por este coccídeo.  

 Os bovinos neonatos são mais suscetíveis à infecção clínica, sendo os 

adultos geralmente assintomáticos ou com manifestações clínicas de pouca 

gravidade O'Donoghue (1995). Por sua vez, Maldonado-Camargo et al. (1998), 
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observaram que bezerros com 15 dias de idade possuíam as maiores taxas de 

infecção.  

 A patogenia e o quadro clínico da doença podem ser influenciados por 

vários fatores que incluem entre eles idade, competência imunológica do 

indivíduo infectado e a associação com outros patógenos (RADOSTITS et al., 

2000). 

Em bezerros nas primeiras semanas de vida, o C. parvum, é o 

enteropatógeno mais comumente encontrado em episódios de diarreia, enterite 

e mortalidade (SANFORD & JOSEPHSON, 1982, HEINE et al., 1984, 

RADOSTITS et al., 2000) de até 30% (OLSON et al., 2004). 

O ciclo se inicia com a eliminação de oocistos já esporulados nas fezes 

de animais infectados (DUBEY et al., 1990). As espécies de Cryptosporidium 

possuem um ciclo de vida monoxeno muito semelhante ao de outros coccídeos 

da subordem Eimeriorina, composto por seis estágios de desenvolvimento no 

organismo hospedeiro: excistação, merogonia, gametogonia, fertilização, 

formação da parede do oocisto e esporogonia (XIAO; CAMA, 2006).  

A infecção por Cryptosporidium pode causar inflamação e atrofia das 

vilosidades intestinais resultando em perda da superfície de absorção, 

desequilíbrio no transporte de nutrientes e consequentemente 

comprometimento na produtividade animal (THOMPSON et al., 2008). 

Em relação á caracterização molecular, Thomaz et al. (2007) 

classificaram nove amostras de oocistos de Cryptosporidium provenientes do 

estado de São Paulo, sendo oito C. parvum e uma C. bovis, (espécie não 

zoonótica). 

Huber et al. (2007) identificaram a espécie C. parvum em bezerros de 

um a 14 dias de vida em fazendas no estado do Rio de Janeiro. Como também, 

CARDOSO et al. (2008), observaram uma ocorrência de 4,9% em bovinos até 

dois meses de idade com C. parvum e de 0,1% em vacas com C. andersoni em 

fazenda leiteira no município de Caçapava, São Paulo – Brasil. 

Animais adultos e desmamados são acometidos principalmente por C. 

andersoni, C. bovis e C. ryanae, já os bezerros em lactação são infectados por 

C. parvum e considerados como os maiores reservatórios desta espécie, que 

apresenta alto potencial zoonótico (FAYER et al., 2000; XIAO; FENG, 2008). 
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Fayer, Santín, Trout, (2008) descreveram a espécie C. ryanae n. sp. 

previamente identificada como Cryptosporidium genótipo cervo, sendo 

semelhante ao C. bovis e C. parvum mas de menor tamanho, com uma 

período pré patente de 11 dias e o período patente de 15 em 15 dias, 

prevalente em bovinos mundialmente. Alguns desses genótipos foram 

nomeados espécies quando informações suficientes a respeito de sua 

morfologia, biologia e características genéticas foram esclarecidas (XIAO; 

FAYER, 2008). 

Khan et al. (2010) identificaram pela PCR, a espécie C. ryanae em  

(2,5%) dos bezerros antes do desmame e em  (2,77%) após o desmame e C. 

andersoni em 1,38% antes e 2,94% após o desmame, em bezerros de 

criações leiteiras na Índia. Como também, Maikai, et al. (2011) verificaram pela 

PCR uma ocorrência de 4,1% de C. ryanae e 2,5% de C. andersoni e 1,5% 

com infecção mista. Importante notar que neste caso, houve correlação 

significativa entre raça, localização do rebanho, manejo e consistência das 

fezes em bezerros na Nigéria. 

De 113 amostras fecais, Murakoshi, et al. (2012) verificaram uma 

ocorrência de 23 (20%) de amostras positivas, sendo 15 (13%) C. bovis, seis 

(5%) para C. ryanae e dois (2%) infecção mista, sugerindo que essas espécies 

estão distribuídas no Japão, mas com baixa frequência. Venu, et al., (2012) 

verificaram uma ocorrência de 39 (60,94%) para C. andersoni e 18 (28,13%) 

com C. ryanae em 64 amostras submetidas a PCR-RFLP em bezerros de 

criações leiteiras do Sul da Índia.  

Atualmente, são reconhecidas 22 espécies do referido coccídio, das 

quais duas têm sido encontradas em peixes, uma em anfíbios, duas em 

répteis, três em aves e 14 em mamíferos e ainda, mais de 40 genótipos 

adaptados a diversos hospedeiros (MARTINEZ; ÁGUILA; LINARES, 2011; 

BERILLI et al., 2012).  

A ocorrência e a caracterização molecular de criptosporidiose em 

rebanhos bovinos é descrita em várias regiões geográficas, com prevalências 

variáveis, descritos na Tabela 1 e 2. 
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Tabela 1 - Ocorrência de Cryptosporidium spp. em rebanhos bovinos no 

mundo. 

 
ELISA: Ensaio de Enzima Imunoabsorvente; FCS: Flutuação em Cloreto de Sódio; 

RIFI: Reação de Imunofluorescência Indireta; IFD: Imunofluorescência Direta; 

PCR: Reação em Cadeira da Polimerase; SFA: Sheather Flutuação em Acúcar; 

ZNM: Ziehl-Neelsen Modificado. 
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Tabela 2 - Caracterização molecular de Cryptosporidium spp. em rebanhos 

bovinos no mundo. 

 
N-PCR: Nested Reação em Cadeira da Polimerase; NE: Nada Existente. 

SFA: Sheather Flutuação em Açúcar; GO: Goiás. 

ZNM: Ziehl-Neelsen Modificado; SP: São Paulo. 
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3.1 DIAGNÓSTICO DA CRIPTOSPORIDIOSE 
 

3.1.1 Métodos parasitológicos diretos 
 

Os métodos parasitológicos diretos empregados são: coloração por 

Kinyoun (Ma e Soave, 1983) Ziehl-Neelsen modificado (Henriksen e Pohlenz, 

1981), safranina azul de metileno (Baxby, Blundell e Hart, 1984), técnica de 

centrífugo-flutuação em solução de Sheather (Current, 1990)  coloração 

negativa de verde-malaquita (ELLIOT, MORGAN e THOMPSOM, 1999). 

Embora úteis esses métodos apresentam baixa sensibilidade e/ou 

especificidade, principalmente quando existem poucos oocistos na amostra 

(MORGAN et al., 1998). 

Dessa forma, a identificação da espécie, se baseada apenas em 

critérios morfométricos, pode ser pouco discriminatória (MORGAN et al., 

1998). Oocistos de Cryptosporidium são muito pequenos (4-8 μm), com uma 

pequena variação dimensional ou mesmo indistinguíveis entre as diferentes 

espécies, sem esporocistos e de difícil visualização (FAYER; MORGAN; 

UPTON, 2000; FALL et al., 2003).  

Os métodos tradicionalmente utilizados para o diagnóstico de 

Cryptosporidium, consistem na detecção direta do parasito por meio de 

microscopia óptica. No entanto, as características morfológicas para uma 

correta identificação dessas formas infectantes  são insuficientes, sendo que o 

diagnóstico, baseado apenas nesses métodos não é confiável e relativamente 

demorado (FALL et al., 2003). Estas  podem ser melhor visualizadas pela  

microscopia óptica de campo claro ou de contraste de fase (XIAO; FENG, 

2008). Muniz-Neta, et al. (2010), verificaram que a técnica de Ziel-Neelsen 

Modificado (ZNM), apresentou melhores resultados do que a técnica de 

contraste de fase. 

 

 

3.1.2 Métodos imunológicos 

Como métodos imunológicos, oocistos fecais podem ser detectados 

pela reação de imunofluorescência direta (Bialek et al., 2002); (Jex et al., 

2008) e teste imunoenzimático (ELISA) (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000; 
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JEX et al., 2008; SILVA et al., 2003; KUHNERT-PAUL et al., 2012). Estes 

métodos apresentam vantagens sobre o diagnóstico parasitológico direto, em 

relação a sensibilidade e especificidade destas técnicas (ZIMMERMAN; 

NEEDHAM, 1995; JOHNSTON et al., 2003).  

Alguns testes imunoenzimáticos são capazes de detectar a infecção em 

animais que ainda não estão eliminando oocistos nas fezes (pré-patente) 

(Smith e Nichols, 2010), outra vantagem é que podem ser empregados de 

maneira rápida para triagem de um grande número de animais (GARCIA et al., 

2003), como limitações tanto das técnicas imunológicas quanto dos métodos 

parasitológicos diretos, é que não existe a possível de se determinar a espécie 

ou genótipo de Cryptosporidium envolvidos na infecção. 

 

3.1.3 Métodos moleculares 
Dada a limitação na detecção de espécies de Cryptosporidium a partir 

dos métodos diretos e imunológicos, o diagnóstico baseado em técnicas 

moleculares, como a PCR e suas variantes, seguida de sequenciamento 

automático de ácidos nucleicos, oferece uma alternativa eficiente para a 

diferenciação desses organismos (JEX et al., 2008). 

Muitos loci têm sido utilizados, como o codificador da fração 18S, actina 

Sulaiman, (Lao e Xiao, 2002), proteína do choque térmico - HSP-70 (Morgan 

et al., 1998), proteína da parede do oocisto - COWP (Spano et al., 1997) e 

glicoproteína GP-60 (PENG et al., 2001; PENG et al., 2003). Este último tem 

demonstrado um elevado grau de polimorfismo entre isolados de espécies de 

Cryptosporidium, com identificação de diversos subgenótipos e subtipos 

(PLUTZER; KARANIS, 2009). 

Técnicas moleculares apresentam alta sensibilidade e especificidade 

(Jex et al., 2008); (Morgan et al., 1998), no entanto, devido ao elevado custo, 

quando comparada às outras técnicas de detecção de oocistos, esse método 

não tem sido rotineiramente utilizado em laboratórios de diagnóstico 

(MEIRELES, 2010). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Locais e período 
As 300 amostras foram colhidas em sete fazendas provenientes do 

município de Formiga, região Centro-Oeste de Minas Gerais – Brasil durante o 

mês de julho de 2012 (FIG. 01). Este município apresenta aproximadamente 

uma área de 1.502 Km2 com uma população de 65.064 habitantes, altitude de 

820 metros, temperatura média de 21,8°C, índice pluviométrico anual de 1272 

mm, uma densidade demográfica de 43,36 (hab/Km²), distante 195 km da 

capital Belo Horizonte, com um rebanho de bovinos aproximado de 73 mil 

cabeças em criações em diversos sistemas de criação e diferentes raças e 

aptidões (leite, carne, mista) (IBGE, 2012). 

 

FIGURA 1. Localização da cidade de Formiga – MG. 

 

4.2 Animais utilizados 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do IPESA - Instituto de Pesquisas em Saúde Animal Ltda. Protocolo 

número PP 061/2012. está de acordo com o disposto na Lei Federal nº 11.794 

de 8 de Outubro de 2008 (Lei AROUCA). O referido cumpriu, também, as 

exigências da Resolução n. 879, de 15/02/2008 do CFMV; Decreto 6.899, de 

15/07/2009; Resolução Normativa n.1, de 09/07/2010 do CONCEA; "Princípios 

Éticos na Experimentação Animal" 

Um total de 300 bezerros, de ambos os sexos, com 15 dias a 12 meses 

de idade foram selecionados aleatoriamente. Estes pertenciam a diferentes 
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padrões raciais, sendo 100 holandeses, 100 sem raça definida (SRD) e 100 

nelores. 

Os animais sem raça definida (SRD) (FIG. 2) eram provenientes de 

criações pequenas com rebanho de 10 a 50 animais, de pecuária familiar, com 

baixa tecnificação sem assistência médico-veterinário e com utilização de 

medidas sanitárias precárias, sem vermifugação periódica e vacinação (anti-

rábica, anti-clostridioses, entre outros). Os bezerros eram desmamados após 

12 meses de idade, quando as vacas cessavam a produção ou entravam em 

trabalho de parto, o sistema de criação adotado era o semi-intensivo, com 

baixa suplementação de concentrado proteico e com pastagens diversificadas 

entre nativas e Braquiarão (Brachiaria brizantha). As propriedades foram 

identificadas pelas letras de A, B, C, D e E, sendo coletados todas as amostras 

dos bezerros pertencentes as mencionadas localidades. 

 
FIGURA 2. Animais Sem Raça Definida (SRD). 

Os animais da raça nelore (FIG. 3) eram criados no sistema extensivo 

com pasto de Braquiarão (Brachiaria brizantha) e Panicum maximum cultivar 

Tanzânia, fontes de água nas vertentes das águas de furnas e desmamados 

aos oito meses de idade, sendo acompanhados diariamente com os peões, 

inseridos em um rebanho em torno de 2000 animais em diferentes faixa etárias, 

com finalidade de cria e recria. A propriedade foi identificada pela letra F, foi 

coletado proporcionalmente ¼ de um total de 400 animais do rebanho desta 
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fazenda, sendo 100 amostras dos animais que passaram pelo brete e 

continham fezes. 

 
FIGURA 3. Animais da Raça Nelore. 

As bezerras holandesas (FIG. 4) eram de grande propriedade, com uma 

produção de leite de 7 mil litros diariamente, com adoção de tecnificação, 

recebendo monitoração de médicos veterinários semanalmente, mineralização, 

vermifugação e vacinações periódicas, com boa adoção de práticas sanitárias, 

em criação intensivas, onde os animais eram desmamados aos três meses de 

idade e divididos por faixa etária em quatro piquetes. Após o período de 

aleitamento, eram suplementados com concentrado proteico e energético e 

complementado com silo de milho, pasto de capim tifton (Cynodon spp.) e água 

ad libitum de poços semi-artesianos, sendo incluídas para reprodução após os 

18 a 24 meses. A propriedade foi identificada pela letra G, sendo coletadas 25 

animais de cada lote, entre os quatro lotes. Sendo a propriedade tinha 

aproximadamente 400 bezerras, totalizando em seu rebanho 1800 animais. 
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FIGURA 4. Bezerra da Raça Holandesa. 

 

4.3 Colheita e processamento das amostras 
Cada amostra fecal com aproximadamente 10g de fezes foram colhidas 

diretamente da ampola retal dos animais e avaliadas quanto à consistência, 

sendo classificadas como não diarreicas (sólidas e semissólidas) ou diarreicas 

(aquosas). Posteriormente, foram armazenadas em sacos plásticos, 

acondicionadas em caixas de isopor mantidas em refrigeração sendo levadas 

ao Laboratório de Parasitologia do Centro Universitário de Formiga – UNIFOR-

MG, onde foram divididas em duas alíquotas, uma destinada à análise pelo 

método de verde malaquita, armazenadas em potes coletores universais 

contendo dicromato de potássio 2,5% e a outra foi congelada “in natura” a -

20ºC até a execução da técnica de nested-PCR.  

 

4.3.1. Pesquisa de oocistos de Cryptosporidium pela coloração negativa 
de Verde Malaquita. 

Para a realização da técnica de coloração negativa de Verde Malaquita, 

as amostras contendo dicromato de potássio foram filtradas em tamis de 

plástico descartável contendo uma gaze com oito camadas, sendo o seu 

conteúdo transferido para tubos de ensaio cônicos de 50 mL, com acréscimo 

de água com Twin a 1% até 32,5 mL e completado a 40 mL com éter de 

petróleo PA. Após homogeneização, foi feita a centrifugação a 3000 rpm por 8 
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minutos, deprezando-se o sobrenadante, sendo adicionados 15 mL da solução 

de água Twin a 1%, com centrifugação a 2400 rpm por cinco minutos, com 

mais duas repetições até o sobrenadante apresentar-se límpido. Este foi 

desprezado e, com uma gota do sedimento (25µL) e uma gota de verde de 

verde malaquita a 5% (25µL), foi realizada coloração negativa com verde 

malaquita (ELLIOT; MORGAN; THOMPSON, 1999). As lâminas foram 

observadas ao microscópio óptico em aumentos de 400 e 1000 vezes.  

 

4.3.2. Caracterização molecular 
A Reação em Cadeira pela Polimerase tipo nested (nested-PCR), seguida 

de sequenciamento dos fragmentos amplificados, foi realizada em todas as 

amostras que foram positivas à microscopia. Para tanto, a alíquota de fezes “in 

natura”, armazenada em -20°C foi descongelada e filtrada em tamis de plástico 

descartável contendo gaze.  

Após filtração o conteúdo foi transferido para tubos de ensaio cônicos e 

centrifugado a 4000 rpm por cinco minutos para sedimentação fecal, 

eliminando-se ao término o sobrenadante, o sedimento foi acrescido de 

água/éter e após homogeneização, foi centrifugado a 3000 xg por 10 minutos. 

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento, com oocistos, foi submetido ao 

“kit” de extração de DNA genômico “QIAamp DNA Stool Mini Kit” (Qiagen®), 

seguindo-se o protocolo descrito pelo fabricante, com exceção da incubação à 

99º C após diluição dos oocistos em tampão ATL e eluição do DNA em 50 µL. 

O DNA extraído foi armazenado a –20°C.  

 
4.3.2.1. Reação de Nested-PCR para amplificação de fragmento da 
subunidade 18S do gene do RNA ribossômico de Cryptosporidium spp. 

Para amplificação de fragmentos do gene da subunidade 18S do RNA 

ribossômico foi utilizada a técnica de Nested-PCR com os primers 5’ TTC TAG 

AGC TAA TAC ATG CG 3’ e  5’ CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA 3’ para a 

reação primária, com 1325 pares de base (pb) e 5’ GGA AGG GTT GTA TTT 

ATT AGA TAA AG 3’ e 5’ AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A 3’ para a 

reação secundária (826-840 pb). Esta técnica permitiu a amplificação de 

fragmentos de DNA de todas as espécies e genótipos de Cryptosporidium 

conhecidos. Para realização das seguintes condições de reação, foi  preparada 



29 
 

uma solução com volume final de 25µL contendo: 2,5 µL de tampão para PCR 

10 x, 2,5 mM MgCl2, 1 U de Taq DNA polimerase, 200 µM de cada 

desoxiribonucleotídeo, 100 nM de cada oligonucleotídeo (primer) e 5 µL de 

DNA alvo. As amostras foram submetidas à desnaturação inicial do DNA a 94º 

C por 3 minutos, seguida de 34 ciclos, cada um consistindo em desnaturação 

por 45 segundos a 94ºC, 45 segundos de anelamento a 55ºC e 60 segundos 

de extensão a 72ºC, com extensão final a 72ºC por 7 minutos (XIAO et al., 

2000). 

 
4.4 Análise estatística 

A análise estatística descritiva foi efetuada por meio do cálculo de 

porcentagem e estatística inferencial pelo Teste Qui-Quadrado para verificar 

associação entre os resultados dos métodos de diagnóstico empregados e as 

variáveis estudadas. O nível de significância adotado foi de 5% e as análises 

estatísticas foram efetuadas empregando o programa SAS, 1996 (“Statistical 

Analysis System”). O Teste de McNemar e o coeficiente de concordância 

Kappa foram utilizados para avaliar a concordância entre as técnicas de 

coloração negativa com verde malaquita e PCR (BRAILE; GODOY, 1999). 
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5. RESULTADOS 
 

A ocorrência da infecção por Cryptosporidium spp foi de 5,3% (16/300) e 

4,66% (14/300) utilizando-se as técnicas de contraste negativo de verde 

malaquita (Figura 5) e Nested - PCR (Figura 6) respectivamente. Utilizando-se 

o teste Qui – quadrado com nível de significância de 5%, verifica-se que não 

houve diferença estatística quanto ao padrão racial, sistemas de criação, 

aleitamento, faixa etária, escore corporal e consistência fecal, comparando os 

percentuais de infecção por Cryptosporidium spp, obtidos pelas duas técnicas 

supracitadas. Pelo teste de McNemar observou-se associação entre as 

técnicas estudadas e pelo Kappa houve alta concordância (Kappa = 0,93), 

sendo este valor significativamente diferente de zero pelo teste z (Tabela 4). 

Sendo demonstrado nesta pesquisa que houve uma relação entre os métodos 

de Contraste Negativo e PCR, pois a maioria das amostras positivas na técnica 

de triagem confirmaram com o teste subsequente. 

 
FIGURA 5. Aspecto microscópio de oocistos de Cryptosporidium spp em 

esfregaços fecais de bezerros corados em coloração negativa de verde 

malaquita (setas). 
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Nove amostras apresentavam amplificação intensa na eletroforese 

(Figura 6). Posteriormente foi realizada a triplicata e o encaminhamento do 

material para realização do sequenciamento. Em seis amostras foi 

diagnósticado C. ryanae, sobretudo em bezerros nas faixas etárias de dois a 

oito meses de idade, em todos os grupos raciais estudados (SRD, Holandesa e 

Nelore). Em três amostras diagnosticou-se C. andersoni, oriundas apenas nos 

bezerros (SRD), entre seis e oito meses de idade. As outras cinco amostras 

positivas não foram amplificadas, sendo os parasitos classificados como 

Cryptosporidium spp (Tabela 5).  

 
FIGURA 6. Amplificação intensa na eletroforese em triplicata para 

realização do sequenciamento de Cryptosporidium spp 

 

Os oocistos de Cryptosporidium spp foram identificados e quantificados, 

apesar da escassez dos mesmos. Dez amostras positivas apresentavam 

apenas uma forma evolutiva de Cryptosporidium por lâmina (Figura 8). 

 Das sete propriedades rurais estudadas, cinco apresentaram bovinos 

positivos para a presença Cryptosporidium pela técnica de contraste negativo 

com verde malaquita, sendo três animais SRD, uma Nelore e a outra em 

bezerros holandeses (Tabela 3). 
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Tabela 3. Distribuição de positividade de Cryptosporidium spp pela técnica de 

contraste negativo com verde malaquita, de acordo com as 

propriedades estudadas. 
Propriedades Grupos raciais Cryptosporidium spp  

Total Positivos Negativos 

A SRD 1 35 36 

B SRD 1 16 17 

C SRD 3 28 31 

D SRD 0 7 7 

E SRD 0 9 9 

F Nelore 3 97 100 

G Holandês 8 92 100 

TOTAL  16 284 300 

 

 

 
FIGURA 7. Quantificação de oocistos de Cryptosporidium spp em amostras 

positivas (técnica de contraste negativo de verde malaquita) oriundas de 

bovinos mantidos em três sistemas de criação no município de Formiga – 

Minas Gerais, Brasil. 
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Tabela 4 – Ocorrência da infecção por Cryptosporidium spp, diagnosticada pela 

técnica de contraste negativo com verde malaquita e pela Nested PCR de 

acordo com as variáveis: grupo racial, sexo, idade, escore, aleitamento e 

consistência fecal. 

Variável Categoria 
Nº de 

bovinos 

Técnicas 

CNVM                        PCR 

Valor de p 

teste  2 

Positivo % Positivo %  

Grupo racial 

SRD 100 5 5,00 5 5,00 
0,2852(1) 

0,2409(2) Nelore 100 3 3,00 2 2,00 

Holandês 100 8 8,00 7 7,00 

Idade 

 (meses) 

0,5 – 2 62  2 3,22  2 3,22 

0,4794(1) 

0,3848(2) 

3 – 4 55  4 7,27  3 5,45 

 5 – 6 64  5 7,81  5 7,81 

7 – 8 50  3 6,00  3 6,00 

9 – 10 50  1 2,00  0 0,00 

11 – 12 19  1 5,26  1 5,26 

Escore 

Corporal 

(1 – 5) 

2,0 9 0 0,00 0 0,00 

0,8978(1) 

0,9818(2) 

2,5 68 4 5,88 4 5,88 

3,0 115 6 5,21 5 4,34 

3,5 55 0 0,00 0 0,00 

4,O 53 6 11,32 5 9,43 

Aleitamento 
Com 160 8 5,00 8 5,00 0,7836(1) 

0,7698(2) Sem 140 8 5,71 6 4,28 

Consistência 
Diarreica 7 1 14,28 1 14,28 0,5516(1) 

0,4642(2) Não diarreica 293 15 5,11 13 4,43 

Sexo 

 
 

SRD M 45 1 2,22 1 2,22 

0,2038(1) 

0,2518(2) 

SRD F 55 4 7,27 4 7,27 

Nelore M 55 0 0,00 0 0,00 

Nelore F 45 3 6,66 2 4,44 

Holandês F 100 8 8,00 7 7,00 
(1) Malaquita; (2) PCR; M: machos;  F: Fêmeas 

CNVM: Contraste Neg. Verde Malaquita; PCR: Reação em cadeia da polimerase; Nº: Número 

de animais examinados; p≥0,05: Não significativo; p<0,05: Significativo estatisticamente 



34 
 

Tabela 5. Distribuição das espécies de Cryptosporidium de acordo com a faixa 

etária dos animais. 

Faixa etária 
(meses) 

Nº Raças Espécies de 
Cryptosporidiuma  

(Nº animais) 

0,5 – 2 62 Holandesa C. ryanae (2) 

3 – 4 55 SRD 

Holandesa 

C. ryanae (1) 

Cryptosporidium spp. (3) 

 5 – 6 64 Nelore e SRD 

Holandesa 

SRD 

C. ryanae (2) 

Cryptosporidium spp. (2) 

C. andersoni (1) 

7 – 8 50 Nelore 

SRD 

C. ryanae (1) 

C. andersoni (2) 

9 – 10 50 Nelore Cryptosporidium spp. (1) 

11 – 12 19 Holandesa Cryptosporidium spp. (1) 

Total 300  C. ryanae (6) 

Cryptosporidium spp. (5) 

       C. andersoni (3) 
a – A identificação das espécies foi realizada apenas em amostras que apresentaram 

amplificação do DNA. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Os resultados obtidos neste estudo utilizando-se o método de coloração 

negativa verde malaquita, foram inferiores aos registrados por Ederli et al. 

(2004) que observaram 42,65% de bezerros positivos para Cryptosporidium 

spp em 211 amostras de fezes colhidas de bovinos da microrregião de Campos 

dos Goytacazes, norte do estado do Rio de Janeiro. Del Coco, et al. (2008) 

diagnosticaram Criptosporidiose em 17,14% dos 57,1% dos bovinos portadores 

de diarreia. Todos os bezerros infectados tinham até 14 dias de vida, 

verificaram ainda, que os animais que apresentaram muco nas fezes eram os 

que eliminavam maior quantidade de oocistos, comprovaram, mais uma vez, a 

importância da Criptosporidiose como causa de diarreia em neonatos, 

sobretudo com a presença de muco, constituindo assim, uma importante fonte 

de contaminação da água e do solo na Argentina.  

Safavi et al. (2011) encontraram uma positividade em bezerros de 

51,8%, sendo que 21,4%, estavam diarreicos e 78,6% sem diarreia. Os 

maiores percentuais de infecção foram diagnosticados em bezerros com oito a 

14 dias de idade, seguindo nos bezerros mais jovens de um a sete dias de 

vida, revelando assim que o maior risco de infecção ocorre na segunda 

semana de vida e que o pico de excreção de oocistos em bezerros com 

diarreia foi seis vezes maior do que em animais não diarreicos.  

Silva-Junior et al. (2011) diagnosticaram uma positividade para 

Cryptosporidium spp de 21,62% em bezerros de sete a 21 dias de idade, com 

grande quantidade de eliminação de oocistos. Os principais fatores de riscos 

foram: permanência na cama por mais de 12 horas após o nascimento, 

fornecimento de colostro após as sete horas de vida, primeiro fornecimento de 

água e concentrado entre 1 a 7 dias de idade, manutenção de instalações 

coletivas próximas aos currais e com piso composto por pasto.  

Garcia e Lima (1993) examinando 305 amostras fecais de bezerros 

diagnosticaram 85 positivas para criptosporidiose, sendo 61 animais com 

diarreia e 24 não diarreicos. Dos 220 animais negativos, 133 apresentavam 

diarreia e 87 sem diarreia. Demonstraram que o Cryptosporidium spp é 

frequente em bezerros até 60 dias de idade e está amplamente distribuído nas 

propriedades de bovinos leiteiros de Minas Gerais, além de verificarem que a 



36 
 

presença de oocistos pode ocorrer em animais sem diarreia. Garcia e Lima 

(1994) diagnosticaram 19,46% de bezerros positivos para Cryptosporidium spp, 

verificaram ainda, que este coccídio é comum em propriedades leiteiras do 

município de Pará de Minas – MG; em bezerros até 60 dias de idade, 

distribuídos em diferentes faixas etárias.  

Não foi possível correlacionar significativamente a frequência de 

oocistos em bezerros lactentes com a presença de diarreia, nem tão pouco 

com as práticas de manejo como cura de umbigo, ingestão de colostro, tempo 

de permanência do bezerro junto com sua mãe e sistemas de criação citados. 

Todos os autores anteriormente citados utilizaram para diagnóstico a técnica 

Ziehl-Neelsen modificado. Tal fato impossibilita comparações com os 

resultados obtidos no presente estudo.  

Pelo Nested - PCR, objetivando-se a caracterização molecular, 

observou-se uma quantidade menor de amostras positivas, comparado ao teste 

de triagem citado anteriormente. Estes resultados corroboram com os obtidos 

por KHAN, et al. (2010); FENG, et al. (2012); MURAKOSHI, et al. (2012). Por 

outro lado, tais resultados diferiram daqueles registrados por FAYER, et al. 

(2006); PAUL, et al. (2008); FAYER, et al. (2010); FOLLET, et al. (2011); 

MUHID, et al. (2011). Normalmente observa-se um número inferior de animais 

positivos, principalmente quando os mesmos apresentam uma maior faixa 

etária (FAYER et al., 2010).  

Dos vários fatores de risco analisados, nenhum deles apresentou 

correlação com a positividade para Cryptosporidium spp. Na análise da variável 

raça, o sistema de criação foi avaliado, uma vez que as raças tinham manejo 

estabelecido em criações extensivas para os nelores, criação semi-intensiva 

para os “Sem Raça Definida” e, intensiva para as bezerras holandesas. Esta 

ausência de correlação com a criptosporidiose contrasta com os resultados 

obtidos por Almeida et al. (2010); Khan et al. (2010) e Almeida, Oliveira e 

Texeira (2008) verificaram que o sistema de criação intensivo e a raça são 

fatores preponderantes para maior ocorrência desta coccidiose.  

No aleitamento foi verificado que não houve diferença entre 

desmamados e aleitados, não havendo relação com a positividade. A idade dos 

animais segundo Brook et al. (2008) e Cardoso et al. (2008) foi o principal fator 

de risco, ocorrendo a enfermidade principalmente em animais mais novos, 
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associado a consistência das fezes e a profundidade da cama para os 

bezerros. No presente estudo nenhuma correlação foi detectada entre manejo 

e idade dos bezerros. Possivelmente, fatores de riscos (água, idade, 

localização, raças, idade, manejo e nutrição) estejam associados a ocorrência 

desta parasitose em determinadas propriedades com altos níveis de 

contaminação ambiental.  

Dentre os animais positivos apenas um apresentava fezes com diarreia, os 

demais apresentavam fezes não diarreicas, sugerindo que a positividade para 

Cryptosporidium spp, não teve correlação com a consistência das fezes e que 

estes bezerros são portadores e potenciais transmissores desta enfermidade. 

Estes resultados vem ao encontro dos achados de  Ederli et al. (2004) que 

diagnosticaram diarreia em (8,06%) dos animais e dentre eles apenas 11,76% 

apresentavam positivos para Cryptosporidium spp, ou seja, 88,24% das 

amostras eram negativas. No entanto, 46,4% dos bezerros que apresentavam 

fezes normais estavam positivos e 53,6% estavam negativos, bezerros 

assintomáticos, porém positivos para criptosporidiose, mantinham a 

contaminação ambiental e, consequentemente, transmitiam a infecção para 

animais sensíveis, principalmente os neonatos.  

No estudo realizado por Feitosa et al. (2004) verificou-se que animais 

positivos da raça holandesa apresentavam fezes normais (69,8% e 73,7% 

pelos testes de ELISA e Sheather, respectivamente), pertencentes a região de 

Araçatuba, estado de São Paulo. Castro-Hermida et al. (2007) detectaram em 

bovinos de 3 a 12 anos de idade, uma ocorrência de 8,4% de Cryptosporidium 

spp e verificaram que bovinos saudáveis, nesta faixa etária, são possíveis 

fontes de contaminação.  

Cardoso et al. (2008) observaram em bezerros de um dia a 12 meses de 

idade um total de 849 animais examinados, uma ocorrência de 0,1% para C. 

andersoni e 0,6% para C. parvum. Observaram, ainda, que todos os bovinos 

positivos estavam assintomáticos, pertenciam ao município de Caçapava, 

estado de São Paulo.  

Na maioria das vezes a ausência de sintomas propicia a persistência deste 

protozoário no ambiente, como foi verificado no presente estudo o registro de 

baixos níveis de eliminação de oocistos no momento da colheita. 
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As espécies C. ryanae e C. andersoni foram identificadas em diferentes 

faixas etárias, a primeira espécie encontrada em bezerros com dois a oito 

meses de idade, sendo a segunda, diagnosticada seis e oito meses de idade, 

fato inédito na literatura consultada. C. ryanae é citada na literatura em 

bezerros de uma semana até cinco meses de vida (Fayer et al., 2008), tais 

bovinos excretavam uma pequena quantidade de oocistos por grama de fezes. 

Meireles et al. (2011) realizaram um estudo em bezerros leiteiros no 

Noroeste do estado de São Paulo, identificando diversas espécies de 

Cryptosporidium: C. ryanae, C. andersoni, C. bovis e C. parvum em animais 

com até 30 dias de vida. Ng et al. (2011) verificaram a presença de C. ryanae 

em bezerros de até quatro meses de idade, em cinco fazendas na Austrália 

(raça Angus). Em outro estudo, (Ng et al., 2012) detectaram 9,8% de C. ryanae 

em bezerros com idade inferior a dois meses. Por outro lado, Ferreira (2009) 

verificou positividade (C. ryanae) apenas em animais acima de 14 semanas. 

Em contraposição, no presente estudo, C. andersoni foi encontrado 

apenas em bezerros de seis a oito meses, todos Sem Raça Definida. 

Resultados semelhante foram descritos por Enermark et al. (2002) que 

diagnosticaram o C. andersoni em animais com idade inferior a dois meses até 

dois anos de idade. No entanto, a maioria dos autores Kvac et al. (2011); 

Meireles et al. (2011); Sevá et al. (2010); Keshavarz et al. (2009); Ondraclová 

et al. (2009) e Fayer et al. (2006); relatam a presença de C. andersoni  em 

bezerros com idade variando de uma semana à cinco meses. 

Apesar do pequeno número de amostras positivas, notou-se que o 

Cryptosporidium spp estar presente em propriedades de diferentes tamanhos, 

grupos raciais e sistemas de criação diversificados na região Centro Oeste de 

Formiga – MG. Resultados estes, semelhantes aos encontrados por Fayer et 

al. (2006) que verificaram a presença de Cryptosporidium em 13 de 14 

fazendas estudadas, como também, relatam que a colheita de uma única 

amostra pode subestimar a infecção por esse protozoário, além de inferiram 

que quanto mais velhos forem os animais menor será a ocorrência e a 

diversificação de espécies. 

Pela visualização de oocistos em lâminas, verificou-se uma baixa 

quantidade de parasitas. Tal achado foi, também, detectados por (IGARASHI et 

al., 2002) que diagnosticaram em média, cinco oocistos de Cryptosporidium 



39 
 

spp por lâmina em bovinos de corte. Semelhantemente, Feitosa et al. (2008) 

utilizando a técnica de Sheather Flutuação em Açúcar e contagem em câmara 

de Neubauer, verificaram uma pequena eliminação de oocistos do referido 

protozoário em bezerros acima de 15 dias de idade.  

De acordo com Meireles (2010) e Morgan et al. (1998) a visualização de 

oocistos por microscopia é importantíssima para o diagnóstico da infecção por 

Cryptosporidium, sendo preferencialmente empregada devido ao alto custo das 

técnicas moleculares. Tais técnicas moleculares devem ser executadas, 

mediante a eliminação de pequena quantidade de oocistos nas fezes ou, ainda, 

quando o diagnóstico coprológico for duvidoso.  
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7. CONCLUSÕES 
 

 Os bezerros do município de Formiga, região Centroeste de Minas 

Gerais, apresentaram baixa ocorrência e baixo nível de eliminação de oocistos 

de Cryptosporidium spp nas fezes. 

Nenhuma correlação foi verificada entre positividade e as variáveis 

estudadas.  

Pela caracterização molecular (Nested – PCR) foram diagnosticadas as 

espécies C. andersoni e C. ryanae, presentes em faixas etárias não relatadas 

na literatura. 

As duas espécies de Cryptosporidium supracitadas são descritas, pela 

primeira vez, parasitando bovinos no estado de Minas Gerais, Brasil. 
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