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IDENTIFICAÇÃO DO GÊNERO E ESPÉCIES DE Cryptosporidium EM CÃES 
E GATOS  

 
Resumo: O presente trabalho objetivou a identificação e caracterização 

molecular de isolados de Cryptosporidium em amostras fecais de cães e gatos, 

bem como o desenvolvimento de uma reação em cadeia pela polimerase 
(PCR) em tempo real para detecção específica de Cryptosporidium canis em 

amostras fecais de cães. Trezentas amostras fecais de gatos e 367 amostras 
fecais de cães foram colhidas nas cidades de Araçatuba e Jaboticabal (SP) e 

submetidas aos processos de purificação e extração de DNA. “Nested” PCR 

(nPCR) para o gene 18S do rRNA foi realizada para identificação de 
Cryptosporidium spp., seguido de seqüenciamento dos fragmentos 

amplificados. Uma reação de PCR em tempo real para um fragmento parcial do 

gene HSP70 foi padronizada para a detecção de Cryptosporidium canis em 
amostras fecais de cães. A positividade para Cryptosporidium spp. pela nPCR 

em amostras de gatos foi de 11,33% (34/300), e em amostras cães foi de 

10,4% (38/367). A PCR em tempo real resultou em 15,3% (58/367) de 

amostras positivas para C. canis. Foi possível a identificação por meio de 

seqüenciamento de três amostras positivas para C. felis e seis amostras 

positivas para C. canis. Foi observada uma maior positividade em filhotes 

quando comparados a cães adultos. A sensibilidade analítica da PCR em 

tempo real foi de uma cópia de DNA de C. canis por reação e não foi 

observada amplificação inespecífica de DNA de outras espécies de 
Cryptosporidium. Conclui-se que cães e gatos das regiões estudadas podem 

se apresentar infectados por espécies zoonóticas de Cryptosporidium e a PCR 

em tempo real desenvolvida neste trabalho é um método sensível e específico 
para a detecção de C. canis em amostras fecais de cães.  

 
Palavras-chave: criptosporidiose, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium 

felis, Reação em cadeia pela polimerase 
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IDENTIFICATION OF GENDER AND SPECIES OF Cryptosporidium IN 
DOGS AND CATS 

 
Summary: This study aimed the identification and molecular characterization of 

Cryptosporidium isolates in stool samples from dogs and cats, as well as the 

development of a polymerase chain reaction (PCR) in real time to specific 
detection of Cryptosporidium canis in fecal samples from dogs. Three hundred 

fecal samples from cats and 367 fecal samples from dogs were collected in the 
cities of Araçatuba and Jaboticabal (SP) and subjected to the processes of 

purification and DNA extraction. Nested PCR (nPCR) for the 18S rRNA gene 
was performed for identification of Cryptosporidium spp., followed by 

sequencing of the amplified fragments. A real time PCR to a partial fragment of 
the HSP70 gene was standardized for detection of Cryptosporidium canis in 

dogs fecal samples. The positivity for Cryptosporidium spp. by nPCR in cats 

samples was 11.33% (34/300), and in dog samples was 10.4% (38/367). The 
real-time PCR resulted in 15.3% (58/367) of samples positive for C. canis. The 

sequencing of the amplified fragments allowed the identification of three 

samples positive for Cryptosporidium felis and six samples positive for C. canis. 

A higher positivity was observed in puppies and kittens when compared to adult 
animals. The analytical sensitivity of real-time PCR was 1 copy of DNA of C. 

canis and was not observed DNA amplification for other species of 

Cryptosporidium.We concluded that dogs and catsn of the investigated regions 

can present infected for zoonotic species of Cryptosporidium and the real-time 

PCR developed in this work is a sensitive and specific method for detection of 
C. canis in fecal samples from dogs. 

 
Keywords: cryptosporidiosis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium felis, 

Polimerase Chain Reaction. 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 

1. O gênero Cryptosporidium 

 
Cryptosporidium spp. são coccídios pertencentes ao Filo Apicomplexa, 

Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, 

Subordem Eimeriorina e Família Cryptosporidiidae. Estes protozoários 

completam seu ciclo biológico na superfície de células epiteliais dos tratos 
gastrintestinal, respiratório e urinário de mamíferos, aves, répteis e peixes 

(CAREY et al., 2004; CHERMETTE; BOUFASSA-OUZROUT, 1988). 

São monoxênicos e se diferem de outros coccídios por apresentarem 

características próprias, tais como oocistos sem esporocistos e pela presença 

de quatro esporozoítos. São capazes de realizar auto-infecção por meio de 

excistação de oocistos de parede fina, enquanto que os oocistos que 
apresentam parede espessa são eliminados no ambiente (BARTA; 

THOMPSON, 2006). 

Ernest Edward Tyzzer relatou pela primeira vez a infecção por este 

parasito em glândulas gástricas de camundongos em 1907 (TYZZER, 1907), e 
posteriormente o denominou como Cryptosporidium muris (TYZZER, 1910). Em 

1912, o protozoário foi encontrado no intestino dessa mesma espécie, sendo 
denominado como Cryptosporidium parvum (TYZZER, 1912). Após um surto 

acometendo aves domésticas em 1950 (SLAVIN, 1955) e, principalmente, 

pelos primeiros relatos de infecção em humanos (MEISEL et al., 1976; NIME et 

al., 1976), foi então que passou a ser pesquisado de maneira mais frequente. 
 Por muitos anos, a infecção por Cryptosporidium spp. foi considerada 

como rara em animais e descrita como uma infecção oportunista em indivíduos 

imunologicamente comprometidos. A partir da década de 80, este coccídio 

passou a ser considerado como um importante agente etiológico de diarreia em 

seres humanos imunossuprimidos e também em alguns animais domésticos e 

selvagens (ASHBOLT, 2004; SRÉTER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004), 

sendo então a criptosporidiose reconhecida como uma grave enfermidade 
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disseminada por veiculação hídrica, que tem como agravante a dificuldade de 

prevenção da contaminação ambiental e a ausência de terapias eficazes 

(DILLINGHAMA et al., 2002). 
 
1.2. Taxonomia 
 

A maioria das espécies de Cryptosporidium apresenta morfologia muito 

semelhante e, portanto, a taxonomia deste gênero tem sido padronizada com o 
uso de métodos moleculares em conjunto com estudos morfológicos, biológicos 

ou de especificidade por hospedeiros, que auxiliam na validação das espécies 

descritas (XIAO; CAMA, 2006). 

Até o momento, são descritos vários genótipos e 30 espécies de 
Cryptosporidium (Quadro 1), que acometem aves, répteis, anfíbios, peixes e 

mamíferos, incluindo o homem (FAYER, 2000; FAYER et al., 2010; FAYER; 
SANTIN, 2009; HOLUBOVÁ et al., 2016; KVÁČ et al., 2013; KVÁČ et al., 2014; 

KVÁČ et al., 2016, LI et al., 2015; ROBINSON et al., 2010; RYAN et al., 2015). 

De acordo com Xiao et al. (2002), alguns genótipos podem apresentar 

características morfológicas muito semelhantes às de espécies já descritas, 

porém, diferem em sua composição genética e, pelo fato de não haver 

informações sobre suas características biológicas, ainda não foram 
classificados como espécies. 
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Quadro 1 - Espécies de Cryptosporidium atualmente descritas (Adaptado de FAYER,2010; 

FAYER;SANTIN, 2009; FAYER et al., 2010; HOLUBOVÁ et al., 2016; KVÁČ et al., 2013; KVÁČ 

et al., 2014; KVÁČ et al., 2016; LI et al., 2015; ROBINSON et al., 2010; RYAN et al., 2015). 

Espécie Principais hospedeiros Autor 

Cryptosporidium andersoni Bovinos, homem (A) Lindsay et al. (2000) 

Cryptosporidium avium  Aves (C, I) Holubová et al. (2016) 

Cryptosporidium baileyi Aves (B, C, TR) Current et al. (1986) 

Cryptosporidium bovis Bovinos (D) Fayer et al. (2005) 

Cryptosporidium canis Caninos, homem (ID) Fayer et al. (2001) 

Cryptosporidium cuniculus Coelho, homem (D) Robinson et al. (2010) 

Cryptosporidium erinacei Ouriço (D) Kváč et al. (2014) 

Cryptosporidium fayeri Canguru vermelho (Macropus rufus) 
(D) Ryan et al. (2008) 

Cryptosporidium felis Felinos, homem (ID) Iseki (1979) 

Cryptosporidium fragile Anfíbios (Duttaphrynus 
melanostictus) (E) Jirků et al. (2008) 

Cryptosporidium galli Aves (P) Pavlasek (1999), Ryan (2003) 

Cryptosporidium hominis Humanos (ID) Morgan-Ryan et al. (2002) 

Cryptosporidium huwi Lebiste (Poecilia reticulata) (E) Ryan et al. (2015) 

Cryptosporidium macropodum Canguru gigante (Macropus 
giganteus) (D) Power e Ryan (2008) 

Cryptosporidium meleagridis Aves, homem (ID) Slavin (1955) 
Cryptosporidium molnari Peixes (E) Alvarez-Pellitero e Sitja-Bobadilla (2002) 

Cryptosporidium muris Roedores, homem (E) Tyzzer (1910) 

Cryptosporidium parvum Ruminantes, homem (ID) Tyzzer (1912) 

Cryptosporidium proliferans Roedor (Tachyoryctes splendens)(E) Kváč et al., 2016 

Cryptosporidium ryanae Bovinos (D) Fayer et al. (2008) 

Cryptosporidium rubeyi 
Esquilos (Spermophilus beecheyi, 

Spermophilus beldingi, 
Spermophilus lateralis) (D) 

Li et al. (2015) 

Cryptosporidium scrofarum Suínos (D) Kváč et al. (2013) 

Cryptosporidium serpentis Lagartos, serpentes (E) Levine (1980) (Brownstein et al., 1977) 

Cryptosporidium scophthalmi Peixes (ID) Alvarez-Pellitero et al. (2004) 

Cryptosporidium suis Suínos, homem (ID, IG) Ryan et al. (2004) 

Cryptosporidium tyzzeri Camundongo (ID) Ren et al. (2012) 

Cryptosporidium ubiquitum Ruminantes, homem (ID) Fayer et al. (2010) 

Cryptosporidium varanii Lagartos (E) Pavlasek et al. (1995) 

Cryptosporidium wrairi Cobaio (Cavia porcellus) (ID) Vetterling et al. (1991) 

Cryptosporidium xiaoi Ovinos (D) Fayer e Santin (2009) 
* A-abomaso; B-bursa de Fabricius; Ccloaca; Ce-Ceco; E-estômago; I-Íleo; ID-intestino delgado; IG-intestino grosso; P-

proventrículo; TR-trato respiratório; D-Desconhecido. 
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1.3. Ciclo biológico 
 

O ciclo de vida de Cryptosporidium possui seis estágios de 

desenvolvimento no hospedeiro, sendo muito semelhante ao de outros 

coccídios pertencentes à subordem Eimeriorina. O ciclo de vida deste 

protozoário é realizado em um único hospedeiro e, portanto, são considerados 

monoxenos. O processo de infecção é composto por: excistação dos oocistos, 

merogonia, gametogonia, fertilização, formação da parede dos oocistos e 
esporogonia (DUBEY et al., 1990; XIAO; CAMA, 2006) (Figura 1). 

 

 
FIGURA 1. Ciclo biológico de Cryptosporidium spp. (Fonte: BARTA; 

THOMPSON, 2006). 
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O ciclo se inicia com a eliminação de oocistos já esporulados nas fezes 

de um hospedeiro infectado. O hospedeiro susceptível se infecta pela ingestão 

de oocistos que geralmente são encontrados na água e alimentos ou, em 
menor escala, podem se infectar pela inalação de oocistos em suspensão 

(CURRENT et al.,1986; SMITH et al., 2007; SRÉTER; VARGA, 2000; XIAO et 

al., 2004; XIAO; FAYER, 2008). 

O oocisto é composto por quatro esporozoítos haplóides, e possui uma 

parede extremamente resistente, composta por três camadas: uma externa, de 
5ηm, formada por glicoproteínas ácidas, e duas internas, uma de 10ηm, 

composta por lipídeos complexos (glicolipídeos e lipoproteínas) e outra de 

20ηm, provavelmente composta por glicoproteínas ácidas (PETRY, 2004). 

Após a ingestão de oocistos, mediante ação do pH, enzimas pancreáticas e 

temperatura, há ruptura da parede do oocisto e liberação dos esporozoítos 

durante a excistação. Os esporozoítos são liberados e se aderem à superfície 
das células epiteliais do trato gastrintestinal, onde são envolvidos pelas 

microvilosidades para formação de um vacúolo parasitóforo (localização 

intracelular, porém extracitoplasmática). Esta estrutura é formada por uma 

membrana derivada das microvilosidades da célula epitelial, e atua como uma 

“organela de alimentação”, resultante da fusão da parede do parasito com a 

membrana celular do hospedeiro, proporcionando a captação de nutrientes do 
citoplasma da célula do hospedeiro (BOROWSKI et al., 2008). Os esporozoítos 

se diferenciam em trofozoítos, iniciando a multiplicação assexuada ou 

merogonia (SMITH et al., 2007; SRÉTER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004). 

Os trofozoítos podem dar origem a dois tipos de merontes: o meronte 

tipo I e o meronte tipo II. O meronte do tipo I possui de seis a oito merozoítos, 

que podem dar origem a novos merozoítos do tipo I ou do tipo II. O meronte do 

tipo II possui quatro merozoítos, que são os responsáveis pela fase sexual do 

ciclo ou gametogonia, onde ocorre a diferenciação em estágios femininos 

(macrogametas) e masculinos (microgametas) (SMITH et al., 2007). Após 

fertilização, o macrogameta se desenvolve em oocisto, podendo formar 

oocistos de parede delgada que são responsáveis por auto-infecção (iniciam 
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um novo ciclo dentro do mesmo hospedeiro), ou então os oocistos de parede 

espessa, os quais são eliminados nas fezes e resistentes às condições 

ambientais. A esporulação dos oocistos ocorre logo após sua formação, sendo 
então eliminados na sua forma infectante, potencializando a possibilidade de 

infecção de novos hospedeiros (DUBEY et al., 1990). 

Quando eliminados nas fezes dos hospedeiros infectados, os oocistos 

podem contaminar águas superficiais ou de reservatórios (MACHADO et al., 

2006; MULLER, 1999; SMITH, 1993), que atuam como importantes veículos 
deste parasito por possibilitar atingir um grande contingente de hospedeiros 

(LABERGE et al., 1996). O potencial de infecção por Cryptosporidium está 

relacionado às seguintes características: grande quantidade oocistos 

excretados por hospedeiros infectados no ambiente, baixa especificidade por 

hospedeiros mamíferos, tamanho reduzido e baixa velocidade de 

sedimentação dos oocistos na água, baixa dose infectante (menos de 10 
oocistos) e por já serem eliminados em sua forma infectante (DILLINGHAMA et 

al., 2002; XIAO et al., 2004). 

Os oocistos eliminados no ambiente são sensíveis à dessecação, ao 

congelamento bem como às temperaturas de 55ºC/30 segundos ou 70ºC/5 

segundos (FUJINO et al., 2002), mas são extremamente resistentes à ação do 

cloro utilizado no tratamento de água (XIAO et al., 2004), podendo permanecer 
viáveis no ambiente por até três meses, em temperatura de 25-30ºC, seis 

meses em temperatura de 20º C ou sete meses quando armazenados em água 

a 15ºC (ANDERSON, 1985; FAYER et al., 1998). 

 
1.4. Importância em Saúde Pública 

 
Cryptosporidium é considerado um patógeno emergente, porém o risco 

que este parasito representa à saúde pública muitas vezes é ignorado. A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) incluiu a criptosporidiose na lista das 

doenças negligenciadas (SAVIOLI et al., 2006). O número de pessoas 

infectadas ainda é subestimado, pois não é feita uma estimativa verdadeira da 
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prevalência anual da enfermidade (YORDER et al., 2012). As razões pelas 

quais os valores reais dos casos de criptosporidiose humana são subestimados 

estão relacionadas com o fato de não se tratar de uma doença de notificação 
obrigatória, deficiência da notificação dos casos confirmados aos órgãos 

responsáveis, deficiência na procura por assistência médica, falta de 

informação dos médicos, ausência de requisição de exames de fezes, técnicas 

de diagnóstico impróprias, infecções assintomáticas, dentre outras (DIETZ et 

al., 2000). 
 Surtos de criptosporidiose evolvendo humanos já foram descritos em 

quase 100 países em seis continentes, principalmente pelo fato de este 

protozoário apresentar alta infectividade aliada à sua grande resistência às 

condições ambientais (XIAO et al., 2004). Em 1984, um primeiro surto com 

transmissão pela água no Texas acometeu mais de 2000 pessoas, causando 

gastroenterite e tornando este parasita reconhecido como patógeno humano 
(D’ANTONIO et al., 1985). No entanto a importância do parasito em saúde 

pública somente foi reconhecida em 1993, a partir de um surto ocorrido na 

cidade de Milwaukee (EUA), onde 403.000 pessoas apresentaram diarréia 

atribuída à contaminação de água de consumo com oocistos de 
Cryptosporidium (MACKENZIE et al., 1994). 

 A origem dos surtos da criptosporidiose em humanos pode ocorrer por 
veiculação hídrica ou ingestão de alimentos contaminados. Já foram 

identificados oocistos de Cryptosporidium no leite (GELLETLIE et al., 1997), em 

legumes e vegetais (MONGE; CHINCHILA, 1996; ORTEGA-MORA et al., 

1992), em mariscos (JOHNSON et al., 1995), em mexilhões e ostras 

(GRACZYK et al., 1996) e em bebida industrializada (MILLARD et al., 1994). 

 A infecção em humanos geralmente ocorre pelas espécies C. hominis e 
C. parvum (SMITH et al., 2006), podendo ocorrer dois tipos de transmissão: a 

zoonótica e a antroponótica. A transmissão zoonótica ocorre mais 
frequentemente envolvendo a espécie C. parvum, e está associada 

principalmente a ruminantes em áreas rurais (MORGAN et al., 1999), 
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possivelmente pelo maior contato do homem com animais infectados 

(LEARMONTH et al., 2004). A transmissão antroponótica geralmente envolve a 
espécie C. hominis, ocorrendo mais frequentemente em áreas urbanas devido 

à grande densidade populacional, com transmissão pelo contato pessoa-a-

pessoa (LAKE et al., 2007). 

As espécies C. meleagridis, C. canis, C. felis, C. ubiquitum, C. fayeri, C. 

muris, C. andersoni, C. suis, C. tyzzeri, C. cuniculus e C. viatorum já foram 

relatadas também em humanos, o que demonstra que animais domésticos e 
selvagens podem atuar como reservatórios e representar fontes de infecção 

deste parasito para o homem, tanto por contaminação de fontes de água e 

alimentos com oocistos, como por contato direto (CHALMERS et al., 2009; 

ELWIN et al., 2012; FAYER, 2010; ROBINSON et al., 2010). 
Os sinais clínicos da infecção por Cryptosporidium em humanos variam 

de acordo com o estado imune do hospedeiro, com quadro de diarréia 
autolimitante em indivíduos imunocompetentes, até quadros de diarréia crônica 

em pacientes imunocomprometidos, podendo resultar em óbito 

(ABRAHAMSEN et al., 2004). Em crianças, a infecção está associada a 

episódios de diarreia prolongada, levando à má absorção e diminuição do 

crescimento (AGNEW et al., 1998; CHECKLEY et al., 2015). 

 
1.5. Infecção em gatos 

 
A infecção por Cryptosporidium spp. é relativamente comum em gatos. 

Estudos epidemiológicos realizados em todo o mundo têm relatado que a 

prevalência da infecção em gatos varia de 0 a 29% (LUCIO-FOSTER et al., 

2010). 

O primeiro relato deste parasita em gatos foi feito por Iseki (1979), que o 
denominou como C. felis. Posteriormente, foram identificadas neste mesmo 

hospedeiro as espécies C. muris (PAVLASEK; RYAN, 2007) e C. parvum 

(SARGENT et al., 1998). Atualmente a infecção por C. felis é a mais relatada 

(BESER et al., 2015; FITZGERALD et al., 2011; ITO et al., 2016; PALMER et 
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al., 2008), enquanto que a infecção por C. muris (BOWMAN; LUCIO-FOSTER, 

2010; FITZGERALD et al., 2011, PAVLASEK; RYAN, 2007) e C. parvum 

(SARGENT et al., 1998) apresentam menor incidência. 
Uma maior ocorrência de eliminação de oocistos têm sido notada em 

felinos abaixo de um ano de idade em estudos conduzidos nos Estados Unidos 

(BALLWEBER et al., 2009), na Itália (RAMBOZZI et al., 2007), no Reino Unido 

(PARIS et al., 2014) e na Suécia (BESER et al., 2015). Um sistema 

imunológico relativamente imaturo e a falta de imunidade por exposição 
anterior são possíveis explicações para a maior prevalência em filhotes 

(RAMBOZZI et al., 2007). 

A presença e a gravidade dos sinais clínicos da criptosporidiose em 

gatos domésticos podem variar muito, com quadros de infecção assintomática 

até a presença de diarreia grave (FAYER et al., 2006; MTAMBO et al., 1991; 

NASH et al., 1993; PALMER et al., 2008). Vale destacara que animais 
imunossuprimidos parecem ser mais susceptíveis ao desenvolvimento da 

enfermidade (MONTICELLO et al., 1987). 
Estudos têm sido desenvolvidos para a detecção de Cryptosporidium em 

gatos em diversos países, dentre eles Austrália (FITZGERALD et al., 2011; 

McGLADE et al., 2003; PALMER et al., 2008; SARGENT et al., 1998; YANG et 

al., 2015), Brasil (COELHO et al., 2009; FUNADA et al., 2007; GENNARI et al., 
1999; LEMOS et al., 2011; RAGOZO et al., 2002; THOMAZ et al., 2007), 

Canadá (HOOPES et al., 2015), China (LI et al., 2015b), Colômbia (SANTÍN et 

al., 2006), Estados Unidos (FAYER et al., 2006; LUCIO-FOSTER; BOWMAN, 

2011), Itália (PAOLETTI et al., 2011; RAMBOZZI et al., 2007) Japão (ITO et al., 

2016), Reino Unido (PARIS et al., 2014; SCORZA et al., 2014) e Tailândia 

(KOOMPAPONG et al., 2014). 

No Brasil, estudos foram conduzidos nos estados de São Paulo 

(COELHO et al., 2009; FUNADA et al., 2007; GENNARI et al., 1999; RAGOZO 

et al., 2002; THOMAZ et al., 2007) e Rio de Janeiro (LEMOS et al., 2011). A 

prevalência da criptosporidiose em gatos no Brasil varia 3,9% a 14,44% 

(MEIRELES, 2010). 
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1.6. Infecção em cães 

 
O primeiro relato de Cryptosporidium em cães foi feito por Tzipori e 

Campbell (1981) por meio da detecção de anticorpos anti Cryptosporidium no 

soro de cães. Posteriormente foi feita a caracterização molecular desta espécie 

(FAYER et al., 2001). 
Geralmente os cães são infectados pela espécie C. canis (ITOH et al., 

2014; JIAN et al., 2014; LI et al., 2015b; OSMAN et al., 2015; PAOLETTI et al., 
2015; SEVÁ et al., 2010; THOMAZ et al., 2007; UEHLINGER et al., 2013; XU et 

al., 2016; YOSHIUCHI et al., 2010), mas também existem relatos de infecção 

pelas espécies C. parvum (SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013) 

e C.ubiquitum (LI et al., 2015b). 

No mundo todo, trabalhos reportam a prevalência da criptosporidiose em 

cães entre 0,2% a 44,1% (BAJER et al., 2011; HANNES et al., 2007;; ITOH et 
al., 2014; JIAN et al., 2014; LA SAALA et al., 2015; LI et al., 2015b; OSMAN et 

al., 2015; PAOLETTI et al., 2015; UEHLINGER et al., 2013; XU et al., 2016; 

YOSHIUCHI et al., 2010). No Brasil, são relatadas ocorrências de 1,4% a 

26,2% (BALASSIANO et al., 2009; GIZZI et al., 2014; KATAGIRI et al., 2008; 

MUNDIN et al., 2007; SEVÁ et al., 2010). 
Na maioria dos casos, a infecção em cães por Cryptosporidium se 

apresenta na forma assintomática (GIANGASPERO et al., 2006; HANNES et 

al., 2007, JIAN et al., 2014). No entanto, podem ser observados sinais clínicos 

como diarreia severa, com síndrome de má absorção e perda de peso, 

variando conforme o estado imunológico do hospedeiro (GIZZI et al., 2004, 

IRWIN, 2002). 

A ocorrência de criptosporidiose em cães está relacionada com a idade 

dos hospedeiros: cães filhotes apresentam uma maior prevalência quando 

comparados a cães adultos (BALASSIANO et al., 2009; HANNES et al., 2007; 

JIAN et al., 2014; OSMAN et al., 2015). Fatores relacionados à qualidade de 

vida do animal (acesso ao solo, higiene do ambiente onde o animal vive, fonte 

de água potável, presença de doença concomitante, nível de educação do 
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proprietário e visitas a clínicas veterinárias) podem desempenhar um 

importante papel na ocorrência da criptosporidiose (LA SAALA et al., 2015). 

Cães criados em abrigos e canis, onde ficam em contato direto com outros 
animais também apresentam uma maior prevalência (GIANGASPERO et al., 

2006, JIAN et al., 2014; MUNDIN et al., 2007). 

 
1.7. Participação de cães e gatos na epidemiologia da criptosporidiose 
humana 

 

O crescente número de animais de companhia, principalmente em áreas 

urbanas, tem estreitado o contato entre estes e o homem, aumentando a 

exposição humana a agentes zoonóticos (GENNARI et al., 1999). 
O fato de humanos se infectarem geralmente pelas espécies C. hominis 

e C. parvum faz com que cães e gatos sejam considerados como animais que 

oferecem risco mínimo como potencial reservatório de cripstosporidiose, já que 
estes na maioria das vezes, apresentarem infecção por C. canis e C. felis, 

respectivamente. Apesar da participação de cães e gatos na criptosporidiose 

humana ainda não ser sido muito esclarecida, muitos trabalhos têm relatado a 
infecção em humanos por C. canis (ADAMU et al., 2014; GATEI et al., 2008; 

LALONDE et al., 2013; LUCCA et al., 2009; MOLLOY et al., 2010) e por C. felis 

(ADAMU et al., 2014; CACCIÓ et al., 2002; LEONI et al., 2006; LLORENTE et 

al., 2006; LUCCA et al., 2009; MATOS et al., 2004; MBAE et al., 2015; 
PEDRAZA-DÍAZ et al., 2001; XIAO et al., 2001). Além disso, tanto os cães 

como os gatos podem ser infectados por C. parvum (SARGENT et al., 1998; 

SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013), que é uma espécie 

zoonótica de grande importância na epidemiologia da criptosporidiose. 

Já foi relatada associação entre a criptosporidiose em idosos e seus 

respectivos gatos domiciliados (PEREIRA; FERREIRA, 2012), embora não 

tenha sido realizada a caracterização molecular para determinação da espécie 

isolada. 
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Beser et al. (2015) relataram uma possível transmissão zoonótica de C. 

felis de um gato para o seu dono na Suécia. O animal apresentou diarreia 

crônica e perda de peso meses antes de sua dona também apresentar quadro 
de diarréia. Foram verificadas em amos os hospedeiros sequências idênticas 
de C. felis para os genes SSU rRNA, HSP70 e COWP (“Cryptosporidium 

Oocyst Wall Protein”). 
Cryptosporidium pode causar diarreia grave em crianças, 

particularmente em crianças desnutridas, levando a um impacto significativo no 
crescimento e função cognitiva das mesmas (CHECKLEY et al., 2015). 

A possível transmissão de Cryptosporidium entre crianças e um cão que 

viviam na mesma casa foi relatado por Xiao et al. (2014). Uma menina de três 

anos e seu irmão de seis anos e meio de idade apresentaram diarreia 

transitória ao mesmo tempo. Por meio de microscopia, ambos foram 

confirmados como positivos para Cryptosporidium spp.. Foram colhidas 

amostras fecais dos animais da casa, quando um cão assintomático também 
apresentou positividade para Cryptosporidium spp.. A caracterização molecular 

das amostras permitiu a identificação de C. canis nos três hospedeiros.  

 
1.8. Métodos de diagnóstico da infecção por Cryptosporidium 

 
A experiência é um fator fundamental para diagnóstico de 

criptosporidiose, uma vez que os oocistos e outros estágios de 
desenvolvimento do gênero Cryptosporidium estão entre os menores dentre os 

coccídios, além de serem muito similares às leveduras, tanto em tamanho 

quanto forma, o que pode resultar em diagnóstico falso-positivo (SRÉTER; 

VARGA, 2000; XIAO et al., 2004). 
O ideal na identificação de Cryptosporidium é uma abordagem polifásica, 

utilizando-se análise morfológica dos oocistos, técnicas moleculares e 

características biológicas, como a especificidade por hospedeiros, 

patogenicidade, períodos pré-patente e patente e intensidade de excreção de 

oocistos (EGYED et al., 2002). Cada método possui uma finalidade específica, 
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e apresenta vantagens e desvantagens. Quando se deseja avaliar a presença 

do parasito, exames parasitológicos de fezes e colorações especiais são 

suficientes. Caso o objetivo seja a determinação da espécie de 
Cryptosporidium envolvida, torna-se necessário então o uso de métodos 

moleculares. No entanto, quando o objetivo é determinar se o hospedeiro foi 

exposto ao protozoário, os métodos sorológicos podem ser utilizados. 

 
1.8.1. Visualização de oocistos e outros estágios evolutivos por métodos 
de concentração e/ou coloração 

 

A análise morfológica de oocistos não é definitiva para a identificação da 

espécie, pois devido ao fato de os oocistos serem muito pequenos, estes 

podem apresentar variações morfológicas imperceptíveis, ou mesmo serem 

idênticos entre as diferentes espécies (MORGAN et al., 1999; FAYER et al., 
2000; FALL et al., 2003). 

Um dos métodos mais utilizados na detecção de oocistos a partir de 

amostras fecais é o método de centrífugo-flutuação em solução de Sheather 

(CURRENT, 1990). Nesta técnica as amostras devem ser examinadas 
rapidamente, pois quando os oocistos de Cryptosporidium ficam expostos por 

muito tempo em soluções de alta densidade, estes podem sofrer distorções ou 
rompimento da parede, levando a resultados errôneos. Para visualização dos 

oocistos, utiliza-se microscopia óptica de campo claro ou de contraste de fase 

(XIAO; FENG, 2008). Os oocistos são visualizados como corpos brilhantes 

contendo grânulos negros, quando visualizados em contraste de fase; em 

microscópio de campo claro, os oocistos aparecem translúcidos, muitas vezes 

como estruturas levemente rosadas, contendo grânulos em seu interior 

(SRÉTER; VARGA, 2000). 

Existem ainda outras técnicas que podem ser empregadas na detecção 
de oocistos de Cryptosporidium, como a coloração negativa com verde 

malaquita e a técnica de Kinyoun (álcool ácido resistente). Na coloração com 

verde malaquita, os oocistos são vistos como estruturas brilhantes em um 
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fundo verde (ELLIOT et al., 1999), enquanto na técnica de Kinyon os oocistos 

aparecem como coloração rosa a vermelha contra um fundo verde (MA; 

SOAVE, 1983). 
A visualização de Cryptosporidium em tecidos pode também ser 

realizada com uso da técnica de coloração de Kinyoun, por meio de esfregaços 

de mucosas, que permite excelente visualização de estágios evolutivos de 
Cryptosporidium (LATIMER et al., 1988). Para visualização de Cryptosporidium 

em tecidos, a técnica comumente utilizada é a hematoxilina-eosina (HE), onde 
os estágios evolutivos são visualizados como corpos esféricos basófilos, de 2,0 

a 7,5 μm, localizados na superfície das células epiteliais (dependendo do 

estágio do ciclo biológico) dos cortes histológicos. Outras técnicas que podem 

ser utilizadas são colorações à base de prata e ácido periódico de Schiff. A 

microscopia eletrônica de transmissão permite a visualização de morfologia 

ultra-estrutural do parasito (PETRY, 2004; VALIGUROVÁ et al., 2008). 
 
1.8.2. Métodos imunológicos 

 

Os testes imunológicos têm sido utilizados em substituição à análise 

microscópica em fezes, para pesquisa de oocistos ou de antígenos solúveis 

(KHEL et al., 1995), pois apresentam melhor sensibilidade e especificidade 
quando comparadas às técnicas tradicionais de coloração, e por reduzirem o 

tempo gasto na detecção dos oocistos (ARROWOOD; STERLING, 1989; 

JOHNSTON et al., 2003). 

Dentre os métodos, destacam-se o ensaio imunoenzimático (FAYER et 

al., 2000; JEX et al., 2008; SILVA et al., 2003) e a reação de 

imunofluorescência direta (BIALEK et al., 2002; FAYER et al., 2000; JEX et al., 

2008). 

Apesar de oferecerem algumas vantagens no diagnóstico da 

criptosporidiose em relação à microscopia por se tratarem de testes rápidos, 

simples, sensíveis e específicos, os métodos imunológicos também não 
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permitem a identificação de espécies ou genótipos de Cryptosporidium 

envolvidos na infecção (JEX et al.,2008). 

 
1.8.3. Métodos moleculares 
 

A caracterização molecular de Cryptosporidium é geralmente realizada 

por meio da Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) e suas variantes, 

seguida de análise do tamanho dos fragmentos amplificados por PCR e 
digeridos por enzimas de restrição (RFLP), ou de sequenciamento dos 

fragmentos amplificados, permitindo a diferenciação entre as diferentes 
espécies de Cryptosporidium (SARGENT et al.,1998; MORGAN et al., 1999; 

SRÉTER; VARGA, 2000; JEX et al., 2008). 
O locus mais utilizado é o gene da subunidade 18S do gene do RNA 

ribossômico (18S rRNA), que apresenta cinco cópias por genoma e menor 
polimorfismo por apresentar evolução mais lenta, sendo escolhido para o uso 

em amostras de animais que possam estar infectados por espécies ou 

genótipos ainda não classificados (SPANO et al., 1998; XIAO et al., 1999a; 

MORGAN et al., 2000; XIAO et al., 2000a). 
Outros loci também podem ser utilizados, como o gene da actina 

(SULAIMAN et al., 2002), da proteína do choque térmico (HSP70) (SULAIMAN 
et al., 2000) e da proteína da parede de oocistos-COWP (XIAO et al., 2000). 

Estes genes apresentam alto polimorfismo interespécies, o que os tornam 

importantes ferramentas na análise genética de espécies ou genótipos 

geneticamente similares (XIAO et al., 2004). 

Outra técnica que também vem sendo utilizada no diagnóstico da 

criptosporidiose é a PCR em tempo real. Está técnica tornou-se um método 

alternativo à PCR convencional, proporcionando um resultado mais rápido, 
diminuindo possíveis contaminações com amplicons, além de dispensar a 

análise dos fragmentos amplificados por eletroforese em gel de agarose, sendo 

possível a visualização dos resultados preliminares antes do término da 

reação. Na literatura já existem vários relatos do uso da PCR em tempo real na 
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detecção e/ou identificação de espécies de Cryptosporidium em humanos 

(BOUZID et al., 2016; HADFIELD et al., 2011; JOTHIKUMAR et al., 2008; 

STROUP et al., 2006; ZEBARDAST et al., 2016) e em animais (HOMEM et al., 
2012; NAKAMURA et al., 2014; SILVA et al., 2014; YANG et al., 2009). 

 
2. Objetivos 

 

O presente estudo teve como objetivo identificar a presença de 
Cryptosporidium em amostras fecais de cães e gatos seguido de 

caracterização molecular dos isolados, bem como o desenvolver uma PCR em 

tempo real para amplificação de fragmento parcial do gene da proteína HSP70 
para detecção de DNA de C. canis em amostras fecais de cães. 
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CAPÍTULO 2. OCORRÊNCIA E CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE 
Cryptosporidium spp. EM AMOSTRAS FECAIS DE GATOS 
PROVENIENTES DO ESTADO DE SÃO PAULO 
 

HOMEM, C.G.; MEIRELES, M.V. 

 

UNESP, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – Programa 

de Pós Graduação em Ciência Animal - Faculdade de Medicina Veterinária, 
Universidade Estadual Paulista, Rua Clóvis Pestana, nº 793, CEP 16050-680, 

Bairro Dona Amélia, Araçatuba - SP. milahomem@hotmail.com 

 
RESUMO: Cryptosporidium spp. é um protozoário que representa importante 

causa de morbidade e mortalidade em crianças de zero a cinco anos de idade 

e em pacientes imunodeficientes. Cryptosporidium felis é a espécie mais 

prevalente em gatos, mas já foi descrito em crianças, pacientes 

imunocomprometidos e indivíduos imunocompetentes. O objetivo deste 
trabalho foi identificar a presença de Cryptosporidium em amostras fecais de 

gatos com posterior caracterização molecular dos isolados. Um total de 300 

amostras fecais de gatos de todas as idades foram colhidas nas cidades de 
Araçatuba e Jaboticabal (SP). A nested PCR para amplificação do fragmento 

da subunidade do gene 18S rRNA foi realizada em todas amostras para 

identificação de Cryptosporidium spp., seguida de sequenciamento dos 

fragmentos amplificados. A positividade para Cryptosporidium spp. pela nested 

PCR em amostras de gatos foi de 11,33% (34/300), sendo que das 

provenientes de adultos 10,04% (25/249) foram positivas. Dentre as amostras 

de filhotes 17,65% (9/51) foram positivas. O sequenciamento dos fragmentos 
amplificados permitiu a identificação de três amostras como C. felis, o que 

permite concluir que os gatos de área urbana podem atuar como reservatório 
de C. felis para o homem. 

 
Palavras-chave: Cryptosporidium felis, PCR, felinos. 
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SUMMARY: Cryptosporidium spp. is a protozoan that represents an important 

cause of morbidity and mortality in children from zero to five years of age and in 
immunocompromised patients. Cryptosporidium felis is the most prevalent 

species in cats, but has been described in children, immunocompromised 

patients and immunocompetent individuals. The aim of this work was to identify 

the presence of Cryptosporidium in fecal samples from cats with subsequent 

molecular characterization of the isolates. A total of 300 fecal samples of cats of 

all ages were collected in the cities of Araçatuba and Jaboticabal (SP). Nested 
PCR for amplification of the 18S rRNA gene subunit fragment was performed 

on all samples for identification of Cryptosporidium spp., followed by 

sequencing the amplified fragments. The positivity for Cryptosporidium spp. by 

nested PCR in samples of cats was 11.33% (34/300), and of those from adults 

was 10.04% (25/249) were positive. Among the pups samples, 17.65% (9/51) 

were positive. The sequencing of the amplified fragments allowed the 
identification of three samples such as C. felis, which allows to conclude that 

the cats of urban area can act as reservoir of C. felis for man. 

 
Keywords: Cryptosporidium felis, PCR, feline. 
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Introdução 
 

Cryptosporidium spp. é considerado um patógeno emergente, tendo sido  

incluído pela Organização Mundial da Saúde (OMS) na “Iniciativa das Doenças 

Negligenciadas”, na qual estão incluídas enfermidades bacterianas, 

parasitárias e virais que acometem o homem (SAVIOLI et al., 2006). Em países 

em desenvolvimento, o protozoário representa importante causa de morbidade 

e mortalidade em crianças de zero a cinco anos de idade e em pacientes 
portadores do vírus da imunodeficiência humana (ASHBOLT, 2004; GATEI et 

al., 2002; LEAV et al., 2003; OSHIRO et al., 2000). 
A infecção em seres humanos é comumente causada por C. hominis, 

que infecta o homem, ou por C. parvum, que é responsável por infecções 

zoonóticas amplamente descritas na literatura (FAYER et al., 2000; MILLARD 

et al., 1994; PREISER et al., 2003; SULAIMAN et al., 1998). Contudo C. felis, 
C. canis, C. meleagridis, C. cuniculus, C. suis, C. andersoni, C. ubiquitum 

(genótipo cervídeo) e C. muris também podem infectar os seres humanos, 

especialmente crianças e pacientes imunossuprimidos (XIAO et al., 2010).   

C. felis já foi descrito em crianças (CAMA et al., 2008; LLORENTE et al., 

2006; MBAE et al., 2015; XIAO et al., 2001). Muitos estudos relatam a 

presença desta espécie em pacientes imunocomprometidos (ADAMU et al., 
2014; CACCIÓ et al., 2002; CIELOSZYK et al., 2012; LEONI et al., 2006; 

LUCCA et al., 2009; MATOS et al., 2004), mas indivíduos imunocompetentes 

também podem ser acometidos (BESER et al., 2015; PEDRAZA-DÍAZ et al., 

2001). 
Em gatos prevalece a infecção por C. felis (PALMER et al., 2008), mas 

existe ainda relatos de infecção por C. muris (BOWMAN; LUCIO-FOSTER, 

2010; FITZGERALD et al., 2011, PAVLASEK; RYAN, 2006). A primeira 
descrição de Cryptosporidium spp. em gatos foi feita por Iseki em 1979, no 

Japão. A maioria dos trabalhos descreve infecção assintomática da 

criptosporidiose felina, no entanto o animal pode desenvolver diarréia severa e 

consequente perda de peso (BESER et al., 2015). 
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Dentre as diferentes técnicas utilizadas na detecção de Cryptosporidium 

estão: visualização de oocistos em amostras fecais por meio de microscopia, 

(utilizando diversas técnicas de coloração ou imunofluorescência), ensaio 
imunoenzimático (ELISA) para detecção de antígenos solúveis em fezes e a 
reação em cadeia pela polimerase (PCR) nested e suas variantes para 

amplificação de DNA. No entanto, os métodos de microscopia e ELISA 

apresentam baixa sensibilidade quando comparados aos métodos moleculares, 

e não permitem a identificação da espécie do parasito, enquanto que o uso da 
PCR nested possibilita o seqüenciamento dos fragmentos amplificados para 

identificação das espécies (JEX et al., 2008). 

Várias zoonoses parasitárias estão associadas ao contato humano com 

animais de companhia, principalmente cães e gatos (RAGOZO et al., 2002). 
Infecção por Cryptosporidium spp. é relativamente comum em gatos e estudos 

epidemiológicos realizados no mundo todo relatam que a prevalência em gatos 
varia de 0 a 29,4% (LUCIO-FOSTER et al., 2010). O estreito contato entre a 

crianças e/ou pessoas imunocomprometidas pode favorecer a transmissão 
zoonótica de Cryptosporidium spp (CIELOSZYK et al., 2012). 

O objetivo do trabalho foi identificar a presença de Cryptosporidium em 

amostras fecais de gatos e posteriormente realizar a caracterização molecular 

dos isolados. 
 
Material e métodos 
 
Colheita de amostras e extração do DNA genômico 

 

As amostras foram obtidas por conveniência a partir de gatos 

provenientes de residências, criatórios comerciais, Organizações Não 

Governamentais (ONG) protetoras de animais e Centro de Controle de 

Zoonoses das cidades de Araçatuba e Jaboticabal, no interior do estado de 

São Paulo. Foram utilizadas 300 amostras fecais de gatos colhidas logo após a 

eliminação pelo animal, sendo 50 de gatos filhotes (até um ano de idade) e 116 



64 
 

de gatos adultos (acima de um ano de idade) da cidade de Araçatuba, e um 

gato filhote e 133 gatos adultos da cidade de Jaboticabal. 

Assim que colhido, o material foi armazenado a 4ºC em recipientes 
plásticos estéreis de 50 mL, em solução de bicromato de potássio 2,5% 

(concentração final). Após este passo as amostras foram submetidas ao 

processo de purificação pela técnica de centrífugo-sedimentação em água/éter 

(MELONI; THOMPSON, 1996). 

O DNA genômico foi extraído a partir do sedimento resultante do 
processo de purificação, por meio da técnica descrita por SILVA et al. (2010). 

 
Nested PCR e sequenciamento dos fragmentos amplificados 

 

Para amplificação de fragmentos do gene da 18S do rRNA foi utilizada a 

nested PCR (XIAO et al., 2000), com oligonucleotídeos iniciadores 5´ 

TTCTAGAGCTAATACATGCG 3’ e 5’ CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 3’ para 

a reação primária (1325 bp) e 5’ GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 3’ e 5´ 

AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 3´ para a reação secundária (826-840 pb), 

nas seguintes condições de reação: 25μL de solução contendo 2,5 μL de 

tampão para PCR 1 x, MgCl2 a 2,5 mM , 1 U de Taq DNA polimerase, 200 M de 

cada desoxiribonucleotídeo, 100 nM de cada oligonucleotídeo iniciador e 2,5μL 
de DNA alvo nas duas reações. As amostras foram submetidas à desnaturação 

inicial do DNA a 94ºC por 3 minutos, seguida de 34 ciclos, cada um consistindo 

em desnaturação a 94ºC por 45 segundos, 45 segundos de anelamento a 50ºC 

e 60 segundos de extensão a 72ºC, com extensão final a 72ºC por 7 minutos. 

Amostras que apresentaram amplificação intensa do fragmento de DNA, 

visualizadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%, foram 
purificadas utilizando-se o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), e 

sequenciadas com utilização do ABI Prism® Dye Terminator 3.1, em 

sequenciador automático ABI 3730XL (Applied Biosystems). As reações de 

sequenciamento foram realizadas nas duas direções, com os oligonucleotídeos 
iniciadores da nested PCR. 
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Resultados e discussão 
 
Das 300 amostras de gatos, 34 (11,33%) foram positivas pela nested 

PCR. Na literatura são relatadas taxas de positividade em amostras fecais de 

gatos variando de zero a 29,4% (COELHO et al., 2009; ITO et al., 2016; 

KOOMPAPONG et al., 2014; LI et al., 2015; LUCIO-FOSTER et al., 2010; 

MANCIATI et al., 2015; PALMER et al., 2008; PAOLETTI et al., 2011; PARIS et 

al., 2014; XU et al., 2016; YANG et al., 2015). No entanto, pelo fato de que 
diferentes técnicas de diagnóstico foram utilizadas nesses relatos, não é 

possível realizar a comparação com os resultados deste trabalho.  

Do total de amostras provenientes de adultos (249), 10,04% (25 
amostras) foram positivas pela nested PCR. Dentre as 51 amostras de filhotes, 

nove (17,65%) foram positivas. Alguns autores descrevem maior prevalência 

de criptosporidiose em gatos com menos de um ano de idade (PALMER et al., 
2008; PARIS et al., 2014; RAMBOZZI et al., 2007; SANTÍN et al., 2006), no 

entanto Yang et al. (2015) encontrou positividade maior em gatos com mais de 

6 anos de vida. Sistema imunológico imaturo e falta de imunidade por 

exposição anterior são possíveis explicações para uma maior prevalência em 

filhotes (RAMBOZZI et al, 2007).  

Para a cidade de Araçatuba, das 116 amostras de gatos de adultos, 16 
(13,79%) foram positivas, e para filhotes nove amostras (18,0%) foram 

positivas. Das amostras de Jaboticabal, 6,77% (9 de 133) das amostras obtidas 

a partir de gatos adultos foram positivas e nenhuma amostra de filhote 
apresentou-se positiva pela nested PCR (Tabela 1). Coelho et al. (2009) 

encontraram uma positividade de 3,9% para Cryptosporidium na cidade de 

Andradina (também pertencente à microrregião de Araçatuba), mas com o uso 

técnica de coloração negativa com verde malaquita para detecção dos oocistos 

por microscopia. Utilizando-se também de microscopia, Gennari et al. (1999) 
encontraram uma positividade de 14,44% para Cryptosporidium em amostras 

fecais de gatos provenientes da cidade de São Paulo. 
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Tabela 1. Descrição das amostras, total de amostras (n), número e 

porcentagem de positivos para a presença de DNA de Cryptosporidium spp. 

Amostras n Positivos (n) % 
Gatos Adultos Araçatuba 116 16 13,79 
Gatos Filhotes Araçatuba 50 9 18 
Gatos Adultos Jaboticabal 133 9 6,77 
Gatos Filhotes Jaboticabal 1 0 0 
 

Existem na literatura diversos estudos envolvendo a infecção de 
humanos por C. felis (ADAMU et al., 2014; CACCIÓ et al., 2002; LEONI et al., 

2006; LUCCA et al., 2009; MATOS et al., 2004; PEDRAZA-DÍAS et al., 2001), o 

que desperta o interesse em estudos sobre a ocorrência do parasitismo por C. 

felis em gatos, e qual o papel destes animais na transmissão deste parasito ao 

homem. O seqüenciamento dos fragmentos amplificados permitiu a 
identificação com 99% de similaridade de três amostras como sendo C. felis 

(número de acesso AF112575 no GenBank). Um estudo no estado de São 
Paulo realizado por Thomaz et al. (2007) também encontrou isolados de C. felis 

em 7 amostras de gatos. 
O presente estudo permitiu a identificação de C. felis em amostras fecais 

de gatos provenientes das regiões estudadas neste trabalho, podendo estes 
animais atuarem como reservatórios de C. felis para o homem.  
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CAPÍTULO 3 – DESENVOLVIMENTO DE REAÇÃO EM CADEIA PELA 
POLIMERASE EM TEMPO REAL PARA DETECÇÃO DE Cryptosporidium 
canis EM AMOSTRAS FECAIS DE CÃES 
 

HOMEM, C.G.; MEIRELES, M.V. 

 

UNESP, Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – Programa 

de Pós Graduação em Ciência Animal - Faculdade de Medicina Veterinária, 
Universidade Estadual Paulista, Rua Clóvis Pestana, nº 793, CEP 16050-680, 

Bairro Dona Amélia, Araçatuba - SP. milahomem@hotmail.com 

 

RESUMO: O uso de métodos moleculares para diagnóstico da infecção por 

Cryptosporidium possibilita a estimativa do potencial zoonótico deste parasito e 

a determinação das fontes de infecção para o ser humano. Este trabalho teve 

como objetivo o desenvolvimento de uma PCR em tempo real para 

amplificação de fragmento parcial do gene da proteína HSP70 para detecção 
de DNA de C. canis em amostras fecais de cães. Foram colhidas 367 amostras 

fecais de cães de todas as idades, sendo 235 provenientes da cidade de 

Araçatuba e 132 de Jaboticabal-SP. As amostras foram submetidas à extração 

de DNA genômico, após purificação por centrífugo-sedimentação em água-
éter, seguido da realização da nested PCR (nPCR) em todas as amostras para 

detecção de DNA de Cryptosporidium spp. e determinação da espécie do 

parasito por meio de sequenciamento dos fragmentos amplificados. A PCR em 
tempo real foi padronizada para amplificação de um fragmento parcial do gene 
da proteína HSP70 para detecção de C. canis. A nPCR revelou 10,4% (38/367) 

das amostras positivas para Cryptosporidium spp., dentre elas, seis 

identificadas como C. canis por meio de sequenciamento dos fragmentos 

amplificados. A PCR em tempo real resultou em 15,3% (58/367) de amostras 
positivas para C. canis. Foi observada uma maior positividade em filhotes 

quando comparados a cães adultos na cidade de Araçatuba. Foram realizadas 

também a determinação da sensibilidade e especificidade analíticas da PCR 

mailto:milahomem@hotmail.com
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em tempo real, que demosntrou que a reação desenvolvida foi capaz de 

detectar uma cópia de DNA de C. canis por reação, e também não se observou 

amplificação inespecífica de DNA para diversas espécies de Cryptosporidium 

testadas.  

 
Palavras-chave: cão, criptosporidiose, diagnóstico molecular, gene HSP70. 
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SUMMARY: The use of molecular methods to diagnose Cryptosporidium 

infection makes it possible to estimate the zoonotic potential of this parasite and 

determine the sources of infection for humans. This work aimed to the 
development of a real-time PCR for partial fragment amplification of the HSP70 
protein gene to detect C. canis DNA in faecal samples from dogs. A total of 367 

fecal samples were collected from dogs of all ages, of which 235 were from the 

city of Araçatuba and 132 from Jaboticabal-SP. The samples were submitted to 

genomic DNA extraction, after purification by centrifugation-sedimentation in 
water-ether, followed by nested PCR (nPCR) in all samples for detection of 

Cryptosporidium spp. and determination of the parasite species by sequencing 

the amplified fragments. Real-time PCR was standardized for amplification of a 
partial fragment of the HSP70 protein gene for the detection of C. canis. The 

nPCR revealed 10.4% (38/367) of the positive samples for Cryptosporidium 

spp., among them, six identified as C. canis by sequencing the amplified 
fragments. Real-time PCR resulted in 15.3% (58/367) of C. canis positive 

samples. It was observed a greater positivity in puppies when compared to 

adult dogs in the city of Araçatuba. The determination of the analytical 

sensitivity and specificity of the PCR in real time was also carried out, which 
showed that the reaction was able to detect 1copy of DNA of C. canis by 

reaction, and also no nonspecific DNA amplification was observed for several 
species of Cryptosporidium tested. 

 
Keywords: dog, cryptosporidiosis, molecular diagnosis, HSP70 gene. 
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Introdução 
 

Cryptosporidium spp. é um protozoário que infecta os seres humanos, 

bem como animais domésticos e selvagens. Até o momento, são descritas 30 
espécies válidas de Cryptosporidium (FAYER, 2010; FAYER; SANTIN, 2009; 

FAYER et al., 2010; HOLUBOVÁ et al., 2016; KVÁČ et al., 2013; KVÁČ et al., 

2014; KVÁČ et al., 2016; LI et al., 2015a; RYAN et al., 2015; ROBINSON et al., 

2010). 
Os cães são animais que possuem estreito contato com os humanos, 

podendo atuar como reservatórios de espécies zoonóticas de Cryptosporidium. 

A espécie Cryptosporidium canis é a mais frequente em cães (ITOH et al., 

2014; JIAN et al., 2014; LI et al., 2015b; OSMAN et al., 2015; PAOLETTI et al., 

2015; SEVÁ et al., 2010; THOMAZ et al., 2007; UEHLINGER et al., 2013; XU et 

al., 2016; YOSHIUCHI et al., 2010). 
Infecção em humanos por C canis também tem sido descrita em vários 

países no mundo todo, dentre eles Brasil (LUCCA et al., 2009), Etiópia 

(ADAMU et al., 2014), Inglaterra e País de Gales (ELWIN et al., 2012), Jamaica 

(GATEI et al., 2008), Jordânia (HIJJAWI et al., 2010), Kênia (GATEI et al., 

2006), Nigéria (MOLOY et al., 2010), Peru (XIAO et al., 2007) e República 

Dominicana (LALONDE et al., 2013). 
O uso de métodos moleculares  para  diagnóstico  da  infecção  por 

Cryptosporidium spp. possibilita estimar o potencial zoonótico e determinar as 

fontes de infecção para o ser humano (SKOTARCZAKANN, 2010). Dentre 

estes métodos, o mais utilizado é a reação em cadeia pela polimerase (PCR) 
do tipo nested, para amplificação de fragmento parcial do gene da subunidade 

18S do rRNA (XIAO et al., 2000). No entanto, a PCR em tempo real tem se 

destacado por apresentar alta sensibilidade e por permitir o diagnóstico de 

criptosporidiose clínica, bem como a detecção de indivíduos portadores, sendo 

uma valiosa ferramenta para estudos epidemiológicos em humanos e animais 

(FONTAINE; GILLOT, 2003; HADFILED et al., 2011; KUMAR et al., 2016; 
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NAKAMURA et al., 2014; SILVA et al., 2014; TANRIVERDI et al., 2002; 

ZEBARDAST et al., 2016). 

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma PCR em tempo 
real para amplificação de fragmento parcial do gene da proteína HSP70 para 
detecção de DNA de C. canis em amostras fecais de cães. 

  
Material e métodos 
 
Colheita de amostras fecais e extração do DNA 

 

Foram utilizadas 367 amostras fecais de cães, sendo provenientes de 

residências, criatórios comerciais, Organizações não Governamentais (ONG) 

Protetoras de Animais e Centros de Controle de Zoonoses das cidades de 

Araçatuba e Jaboticabal, no interior do estado de São Paulo, Brasil. Das 367 
amostras, 132 foram colhidas de cães adultos da cidade de Jaboticabal, e 235 

colhidas de cães da cidade de Araçatuba, sendo estes divididos em 214 cães 

adultos e 24 filhotes. 

As amostras foram colhidas imediatamente após defecação natural e 

armazenadas a 4ºC em recipientes de plástico de 50 mL, em solução de 

bicromato de potássio 2,5% (concentração final) e submetidas à purificação por 
centrífugo-sedimentação em água/éter (MELONI; THOMPSON, 1996). 

O DNA genômico foi extraído a partir do sedimento resultante do 

processo de purificação, por meio da técnica descrita por Silva et al. (2010). 
Nested PCR (nPCR) e sequenciamento dos fragmentos amplificados. A 

nPCR foi realizada em todas as amostras para amplificação de um fragmento 

parcial do gene da subunidade 18S do rRNA de Cryptosporidium spp. (Xiao et 

al., 2000). O DNA amplificado foi visualizado por meio de eletroforese em gel 

de agarose 1,5%, corado com GelRed® (Biotium). 

Os fragmentos amplificados pela nPCR foram purificados utilizando-se o 

kit QIAquick® Gel Extraction (QiagenGmbH) e sequenciados com utilização do 

ABI Prism® DyeTerminator3.1, em sequenciador automático ABI 3730XL 
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(Applied Biosystems). As reações de sequenciamento foram realizadas nas 

duas direções, com os mesmos oligonucleotídeos iniciadores da reação de 

nPCR. 
 

Clonagem molecular 

 

Foi realizada clonagem molecular para obtenção de quantidade 

suficiente de DNA para padronização da PCR em tempo real, por meio de uma 
curva de regressão padrão. Para isso, foi desenvolvida uma PCR do tipo hemi-

nested para o gene HSP70 utilizando oligonucleotídeos iniciadores específicos 

para C. canis (Quadro 1). O fragmento parcial de DNA de C. canis obtido por 

meio dessa reação foi clonado com o kit TransformAid Bacterial Transformation 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e o CloneJET PCR Cloning Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). O DNA plasmidial foi purificado com 
o GenElute®HP Five-Minute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). 

 

Quadro 1 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para obtenção de um 

fragmento específico para Cryptosporidium canis pelo gene HSP70, para uso 

na padronização da reação de PCR em tempo real. 

Oligonucleotideos 
iniciadores Posição * Sequencia 5' - 3' 

Produto 
amplificado 

(pb) 
PrimerCanis - F 1244-1263 TCTACGAGGGTGAGAGAGCC 496 
Canis - R 1720-1739 ATGAGTGGGTTCATGTGGGC 
SecCanis - F 1437-1456 CAAGGGCAGACTCTCCAAGG 303 
Canis - R 1720-1739 ATGAGTGGGTTCATGTGGGC 
*Posição de anelamento no gene HSP70 de C. canis (GenBank número 

EU754842. 

 

Reação em cadeia pela polimerase em tempo real (qPCR) e análise de curva 

de dissociação 
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Sequências parciais do gene da proteína HSP70 de C. canis foram 

alinhadas com sequências de todas as espécies e genótipos de 
Cryptosporidium spp. disponíveis no GenBank utilizando-se o programa Bioedit 

Sequence Alignment Edit para determinação de uma região para elaboração de 

oligonucleotídeos iniciadores específicos para C. canis. Após determinação da 

região espécie-específia, usou-se o programa Primer-BLAST (National Center 

for Biotechnology Information) para elaboração dos oligonucleotídeos 

iniciadores (Quadro 2) e posteriormente verificou-se a especificidade in silico 

para C.canis utilizando o Basic Local Aligment Search Tool (BLAST). 

Para determinação da curva de regressão padrão da qPCR, os 

fragmentos resultantes da clonagem foram quantificados utilizando-se 

espectrofotômetro Nanodrop® ND-1000, e em seguida diluídos em 

concentrações entre 107 a 103 moléculas de DNA (Applied Biosystems, s.d.) 

para obtenção da curva de regressão. Cada diluição foi testada em duplicata. 
 

Quadro 2 - Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na reação em cadeia pela 

polimerase em tempo real para amplificação de fragmento parcial do gene da 

proteína HSP70 de Cryptosporidium canis. 

Oligonucleotídeos 
iniciadores Posição* Sequencia 

Produto 
amplificado 

(pb) 
CanisHSP70-F 1567-1586 AGAAACACCATCCAGGAGCC 150 
CanisHSP70-R 1697-1716 AACCTCCTTTTGCTGGTGCT 
*Posição de anelamento no gene HSP70 de C. canis (GenBankEU754842). 

 

A qPCR foi constituída por SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) 

1x, 250nM de cada oligonucleotídeo iniciador e 2,0 µL de DNA da amostra, 

com volume final de 20 µL. As condições de amplificação foram: desnaturação 

inicial por 2 min a 98°C, seguida por 50 ciclos de desnaturação a 98ºC por 5s, 
anelamento a 60ºC por 5se extensão a 72ºC por 25s, seguidos por análise de 

curva de dissociação, com temperatura variando de 65ºC a 95ºC e incremento 
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de 0,5ºC a cada 5s. As reações foram feitas no sistema de PCR em tempo real 

CFX96® (Bio-Rad). 

Os oligonucleotídeos iniciadores foram testados quanto à sua 
especificidade analítica utilizando DNA genômico de diferentes espécies e 
genótipos de Cryptosporidium, dentre eles C. bovis, C. andersoni, C. galli, C. 

ryanae, C. serpentis, C. felis, C. parvum, Cryptosporidium genótipo suis like e 

Cryptosporidium genótipo II de aves. Cada amostra foi testada em duplicata. 

Os fragmentos amplificados pela qPCR foram submetidos à eletroforese em gel 
de agarose 2%, para verificação do tamanho do fragmento amplificado e 

presença de amplificação inespecífica. 

A sensibilidade analítica da qPCR foi determinada com utilização de 

diluições plasmidiais seriadas na base 10, desde a concentração de 107 a 100 
cópias de DNA de C. canis. Cada amostra foi testada em duplicata. 

 
Resultados e discussão 
 

O gene codificador da proteína HSP70 (SULAIMAN et al., 2000) foi 

escolhido por apresentar alto polimorfismo entre as diferentes espécies de 
Cryptosporidium, o que permitiu o desenho de oligonucleotídeos iniciadores 

específicos para C. canis. 

A eficiência da qPCR foi de 111,8% (Figura 1). De acordo com Pfaffl 

(2001), a eficiência desta técnica deve ser de 100% ±20%. A análise da curva 

de dissociação permitiu identificação da temperatura média de dissociação de 
84,75ºC (± 0,75ºC) para os fragmentos de DNA de C. canis amplificados pela 

qPCR (Figura 2). 

Em vários países a prevalência da criptosporidiose em cães varia de 

0,2% a 44,1% (BAJER et al., 2011; HANNES et al., 2007; ITOH et al., 2014; 

JIAN et al., 2014; LA SAALA et al., 2015; LI et al., 2015b; OSMAN et al., 2015; 

PAOLETTI et al., 2015; YOSHIUCHI et al., 2010; UEHLINGER et al., 2013; XU 

et al., 2016). No Brasil, são relatadas ocorrências de 1,4% a 26,2% 
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(BALASSIANO et al., 2009; GIZZI et al., 2014; KATAGIRI et al., 2008; MUNDIN 

et al., 2007; SEVÁ et al., 2010). 

 
 

 

  

 

 
 

 

 

Figura 1 - Curva de regressão padrão. Padronização da reação em cadeia pela 

polimerase em tempo real, com amplificação em tempo real das diluições 

contendo 107 a 103 cópias de DNA de C. canis. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Curva de dissociação obtida a partir de amostras de DNA positivas 
para C. canis por meio da reação de PCR em tempo real para o gene da 

proteína HSP70. 

 

A nPCR revelou uma positividade de 10,4% (38/367) para 
Cryptosporidium spp.. Não é possível comparar a positividade desses estudos 
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com a encontrada neste trabalho, devido às diferenças nos métodos de 

detecção empregados e nas populações investigadas. O único estudo 
realizado na região de Araçatuba para detecção de Cryptosporidium spp. em 

amostras fecais de cães, revelou positividade de 2,4%, pela técnica de ELISA 

de captura e de 1,0% pela coloração de Kinyoun (BRESCIANI et al. (2008). 

A qPCR apresentou positividade de 15,3% (56/367) para C. canis. A 

média dos ciclos de amplificação (Ct) foi de 37,85, sendo o menor Ct de 29,46 

e o maior de 44,77. Amostras que foram negativas pela nPCR e positivas pelas 
qPCR apresentaram valores de Ct mais elevados quando comparadas às 

amostras positivas nas duas reações, provavelmente pelo fato de que nessas 

amostras havia um pequeno número de cópias de DNA, que foram detectadas 

pela técnica de qPCR por apresentar maior sensibilidade que a nPCR. Vários 

estudos relatam uma maior sensibilidade da qPCR quando comparada com a 

nPCR (DE WAELE et al., 2011; HOMEM et al., 2012; NAKAMURA et al., 2014; 
SILVA et al., 2014; YANG et al., 2009). Nakamura et al. (2014) também 
observaram que amostras negativas para Cryptosporidium galli e 

Cryptosporidium genótipo III pela nPCR, foram positivas pela qPCR com 

valores de mais elevados. 

A eletroforese dos fragmentos amplificados pela qPCR demonstrou 

amplificação de um fragmento de 150 pb, com ausência de amplificação 
inespecífica. A determinação da sensibilidade analítica permitiu a identificação 

de até uma cópia de DNA de C. canis por reação. Pela análise da 

especificidade analítica, não foi observada amplificação para outras espécies 
ou genótipos de Cryptosporidium. Embora não houvesse disponibilidade de 

DNA de todas as espécies de Cryptosporidium para análise da especificidade 

analítica da qPCR, a determinação da especificidade in silico demonstrou que 
os oligonucleotídeos iniciadores são altamente específicos para C. canis. 

Foi observada uma maior positividade em filhotes quando comparados 

com cães adultos da cidade de Araçatuba. A técnica de nPCR identificou  como 

positivos 28,6% (6/21) dos filhotes e 7,9% (17/214) dos adultos, enquanto a 

qPCR revelo positividade de 33,3% (7/21) para filhotes e 10,7% (23/214) para 
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adultos (Quadro 3). Alguns estudos indicam que Cryptosporidium spp. é mais 

prevalente em filhotes (ITOH et al., 2014; JIAN, et al., 2014; OSMAN et al., 

2015; UEHLINGER et al., 2013). Itoh et al. (2014) encontraram positividade de 
31,6% em cães filhotes provenientes de Pet Shops por meio de nPCR, se 

aproximando aos valores encontrados em nosso estudo. Como não foram 

colhidas amostras fecais de cães filhotes na cidade de Jaboticabal, não se 

pode analisar o fator idade. 
Como a nPCR é específica para Cryptosporidium spp. e a qPCR é 

específica para C. canis, e pelo fato de que não foi possível realizar o 

sequenciamento de todas as amostras amplificadas pela nPCR, não foi 

possível determinar a sensibilidade e especificidade epidemiológicas da qPCR. 

No entanto, o sequenciamento dos fragmentos amplificados pela nPCR em 

seis amostras, que também foram positivas pela PCR em tempo real, permitiu 

a identificação de C. canis. 

 

Quadro 3 – Descrição das amostras, número amostral (n), número de positivos 

dentro de cada grupo amostral e suas respectivas porcentagens para as 

técnicas de nested PCR (nPCR) e PCR em tempo real (qPCR). 

Amostras n Positivos 
nPCR % Positivos Positivos 

qPCR % Positivos 

Cães adultos 
Araçatuba 214 17 7,9 23 10,7 

Cães filhotes 
Araçatuba 21 6 28,6 7 33,3 

Cães adultos 
Jaboticabal 132 15 11,4 26 19,7 

Cães filhotes 
Jaboticabal 0 0 0 0 0 

 

 

Duas amostras positivas pela nPCR foram negativas pela qPCR. Como 
a nPCR amplifica fragmentos de Cryptosporidium spp., o resultado negativo 
para C. canis possivelmente se deve ao fato dessas amostras conterem DNA 
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de outra espécie ou genótipo de Cryptosporidium. Cryptosporidium parvum e C. 

ubiquitum já foram identificadas em amostras fecais de cães (LI et al., 2015; 

SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013). 
Conclui-se que o presente estudo permitiu o desenvolvimento de uma 

técnica rápida, sensível e específica para detecção da espécie que mais 

comumente infecta cães (C. canis), sem a necessidade de análise de 

fragmentos amplificados. 
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