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DETECÇÃO MOLECULAR E SUBTIPAGEM DE Cryptosporidium spp. EM 

CAPRINOS, OVINOS, BOVINOS, LEITÕES E EQUINOS JOVENS

RESUMO - A criptosporidiose é uma doença entérica grave, economicamente 

significante, caracterizada principalmente por desordens intestinais, podendo ocasionar 

manifestações clínicas variadas e eventual mortalidade, principalmente em animais 

jovens.  Este estudo objetivou detectar molecularmente genótipos e subgenótipos de 

Cryptosporidium spp. em fezes de cabritos provenientes dos estados de Goiás, Mato 

Grosso do Sul, Minas Gerais e São Paulo, Brasil. Amostras fecais foram colhidas 

diretamente do reto de 192 cabritos de diferentes raças, machos e fêmeas, com até 

doze meses de idade. Adicionalmente, foram analisadas amostras fecais de ovinos, 

bovinos, suínos e eqüinos jovens. A eliminação de oocistos de Cryptosporidium spp. foi 

observada por meio das técnicas de Sheather e Kinyoun, seguindo-se a 

micrometragem dos oocistos com ocular de campo amplo micrométrica 10x (Bioval®) 

em aumento microscópico de 400 e 1000x. A reação em cadeia da polimerase (PCR) 

foi realizada para amplificação dos fragmentos dos genes da subunidade 18S do rRNA 

e da glicoproteína GP60. Presença de oocistos de Cryptosporidium spp. foram 

observados pela análise microscópica em 11,45% (22/192) das amostras analisadas. 

Amplificação gênica positiva para Cryptosporidium foi demonstrada em 16,66% (32/192) 

destas amostras. Com o sequenciamento dos produtos da PCR do gene 18S rRNA, 

todas as amostras foram identificadas como  Cryptosporidium parvum. Por meio da 

subgenotipagem com o sequenciamento do gene GP60, foi encontrado exclusivamente 

o subgenótipo de C. parvum IIaA15G2R1. Através dos resultados obtidos, pode-se 



inferir que a infecção por C. parvum está presente em rebanhos caprinos de diferentes 

estados brasileiros podendo, esta espécie animal, atuar como uma importante fonte de 

infecção do subtipo zoonótico de Cryptosporidium para outras espécies animais, em 

especial para o ser humano. 

Palavras-Chave: Criptosporidiose, Cryptosporidium parvum, IIaA15G2R1, 

Subgenotipagem, Zoonose 



MOLECULAR DETECTION AND SUBTYPING OF Cryptosporidium spp. IN GOATS, 

SHEEP, CATTLE, PIGS AND YOUNG HORSES 

SUMMARY - Cryptosporidiosis is a serious enteric disease, economically significant, 

mainly characterized by intestinal disorders, may cause various clinical manifestations 

and eventual mortality, especially in young animals. This study aimed to detect and 

molecularly genotypes and subgenotypes of Cryptosporidium spp. in feces of goat kids 

from the states of Goiás, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais and São Paulo, Brazil. 

Fecal samples were collected directly from the rectum of 192 goat kids of different 

breeds, males and females, with up to twelve months old. Additionally, were analyzed 

fecal samples from cattle, sheep, pigs and young horses. The elimination of oocysts of 

Cryptosporidium spp. was observed using the Sheather and Kinyoun techniques, 

followed by micrometric analysis with ocular micrometer wide-field 10x (Bioval ®) in  

increase from 400 and 1000x. The polymerase chain reaction (PCR) was performed to 

amplify fragments of genes of the subunit 18S rRNA and glycoprotein GP60. Presence 

of Cryptosporidium spp. was observed by microscopic examination in 11.45% (22/192) 

of the samples. Gene amplification for Cryptosporidium was demonstrated in 16.66% 

(32/192) of these samples. With the sequencing of the PCR products of 18S rRNA gene, 

all samples were identified as Cryptosporidium parvum. Through of subgenotyping with 

sequencing of GP60 gene was found exclusively the subtype of C. parvum IIaA15G2R1. 

By the results obtained, it can be inferred that infection with C. parvum is present in goat 

kids in different brazilian states may, this animal species act as an important source of 



infection with zoonotic subtype of Cryptosporidium to other animal species, especially for 

humans. 

Keywords: Criptosporidiosis, Cryptosporidium parvum, IIaA15G2R1, Subgenotyping, 

Zoonosis 



1. CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 1.1. Introdução 
O Brasil ocupa o décimo primeiro lugar no ranking mundial em produção de 

caprinos. Existem aproximadamente 286.553 estabelecimentos destinados à criação 

desta espécie animal no território brasileiro, predominando, esta atividade, entre 

pequenos e médios produtores. Deste modo, diversos estados brasileiros têm 

promovido o desenvolvimento da caprinocultura leiteira e de corte, sendo considerado o 

detentor do maior rebanho na América Latina (FAO, 2009).  

As parasitoses correspondem a um dos principais fatores limitantes no 

desenvolvimento deste setor. Algumas espécies de Cryptosporidium afetam 

negativamente a produção animal, com elevada taxa de infecção, principalmente entre 

animais jovens, acarretando em destruição e atrofia das microvilosidades intestinais, 

com consequente diminuição da absorção dos nutrientes, diarréia, acentuada queda na 

produtividade (TZIPORI, 1982; FORTES, 2004; SOLTANE et al., 2007) e eventual 

mortalidade (LLAMAS TRUJILO et al., 1994; VIEIRA et al., 1997).

Na caprinocultura, o Cryptosporidium parvum é considerado como o principal 

agente causador da síndrome diarréia neonatal em caprinos (DE GRAAF et al., 1999; 

RIET-CORREA et al., 2004; DELAFOSSE et al., 2006; GEURDEN et al., 2008), 

promovendo grandes prejuízos econômicos ao setor, em decorrência da acentuada 

diminuição dos índices produtivos (KOUDELA & JIRÍ, 1997; VIEIRA, 1999; CARDOSO 

et al., 2008).  

Estudos conduzidos por PARK et al. (2006) no Sul da Coréia, evidenciaram que 

a única espécie de Cryptosporidium encontrada em caprinos, humanos e bovinos foi o 

Cryptosporidium hominis. Este achado foi observado também em caprinos no Reino 

Unido (GILES et al., 2009), sugerindo-se que, nestes países, este seja o genótipo 

definitivo nesta espécie animal (RYAN et al., 2005). Lindsay et al. (2000) verificaram em 

sua pesquisa que os caprinos são resistentes à infecção experimental por 

Cryptosporidium andersoni.



A criptosporidiose é uma doença gastrintestinal de distribuição cosmopolita, 

causada por protozoários do gênero Cryptosporidium, originalmente isolados por Ernest 

Edward Tyzzer (TYZZER, 1907,1910,1912). Esta infecção é considerada como uma 

enfermidade negligenciada de grande importância em saúde pública, devido à sua 

elevada ocorrência (SAVIOLI et al., 2006; CARVALHO, 2009), difícil tratamento (VIEL et 

al., 2007; SCHNYDER et al., 2009; ROSSIGNOL, 2010) e por apresentar aspectos 

epidemiológicos singulares como o modo de transmissão, potencial zoonótico (EL-

SHERBINI et al., 2006), variação dos subtipos entre as regiões geográficas, dentre 

outros atributos (HUNTER et al., 2008; XIAO, 2010).

Os oocistos de C. parvum isolados de caprinos adultos assintomáticos 

permanecem altamente infectantes. Quando estes oocistos são inoculados 

experimentalmente por via oral em camundongos e cabritos, há o desenvolvimento 

padrão da infecção natural em termos de excreção de oocistos, sinais clínicos e lesões 

intestinais, representando maior impacto na epidemiologia da criptosporidiose em 

animais de vida livre e no ser humano (NOORDEEN et al., 2002). 

Além da enteroinfecção em caprinos (MASON et al., 1981; CASTRO-HERMIDA 

et al., 2007; GILES et al., 2009), este coccídeo foi relatado em amostras fecais de 

diversas espécies de animais domésticos (QUÍLEZ ET AL., 2003; HUBER et al., 2004; 

EDERLI et al., 2005; JACOBSEN et al., 2006; THOMAZ et al., 2007; GRINBERG et al., 

2008; PALMER et al., 2008; SANTIN et al., 2008; BALLWEBER, et al., 2009; IMHASLY 

et al., 2009), selvagens (DELGADO et al., 2003; RYAN et al., 2008; SOARES et al., 

2008; RYAN, 2010) e em humanos (CIMMERMAN et al., 1999a; ARAÚJO et al., 2008; 

ULÇAY et al., 2008; XIAO & FENG, 2008; SPÓSITO-FILHA & OLIVEIRA, 2009). 

A transmissão da criptosporidiose ocorre por qualquer meio contaminado com 

fezes humanas ou animais, desde que contenham oocistos infectantes e hospedeiros 

susceptíveis (SMITH, 2008). Esta infecção causa vários níveis de morbidade e 

mortalidade em animais e humanos (FAYER, 2004), sendo sua ocorrência 

particularmente elevada quando há contato íntimo entre os mesmos (OLIVEIRA-SILVA, 

2004), evidenciando a transmissão inter-espécie deste protozoário (ABE et al., 2002; 



CACCIÒ et al., 2002; EL-SHERBINI et al., 2006; KIANG et al., 2006; BORGES et al., 

2007; STARKEY et al., 2007; WIELINGA et al., 2008).

Resultados de um estudo realizado por XIAO et al. (2007) demonstraram que, 

sob condições favoráveis, o Cryptosporidium canis pode exercer atividade 

antroponótica. Esta condição de favorecimento está vinculada a fatores 

imunossupressores, principalmente relacionados a pessoas portadoras do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV). GATEI et al. (2008) observaram ocorrência de C. 

parvum, C. hominis, C. canis e C. felis em humanos HIV-positivos.  

A baixa especificidade em relação ao hospedeiro requerida por pelos parasitos 

pertencentes a este gênero foi demonstrada em pesquisas utilizando animais neonatos 

livre de patógenos específicos, sendo constatado que, algumas espécies de 

Cryptosporidium podem infectar uma grande variedade de hospedeiros (TZIPORI, 

1980), estabelecendo-se a infecção por meio de sítios específicos de ligação (TZIPORI, 

1982; TZIPORI, 1983). 

Este fato confirma-se com estudo realizado na Austrália por O´BRIEN et al. 

(2008) por meio de investigação epidemiológica molecular de Cryptosporidium em 

crianças com transtornos gastrintestinais, utilizando genotipagem (18S rDNA) e 

subgenotipagem (GP60). Estes pesquisadores verificaram que a maioria destas 

crianças estavam infectadas por C. hominis, seguido por C. parvum, fato este 

igualmente notado nos animais domésticos, sugerindo-se a possibilidade de 

transmissão zoonótica. Estas duas espécies de Cryptosporidium têm sido reportadas 

também em crianças no Brasil, prevalecendo a infecção por C. hominis (BUSHEN et al., 

2007).  

C. parvum e C. hominis são considerados como as espécies de maior 

importância em humanos jovens, imunossuprimidos ou com doenças hematológicas 

(CIMMERMAN et al., 1999b; CIMMERMAN et al., 2002; LEE et al., 2002; CHIEFFI et 

al., 2005), tidos como enteropatógenos mais frequentes em crianças (VALDERRAMA et 

al., 2009), altamente infectivos (DUPONT et al. 1995; YONG et al., 2004), promovendo 

diversos níveis de lesões intestinais, má absorção e inflamação (COUTINHO et al., 



2008), podendo apresentar diarréia ou não (SCHNACK et al., 2003; CARVALHO-

ALMEIDA et al., 2006; BUSHEN et al., 2007).  

Este fato reveste-se de grande interesse em saúde pública, principalmente 

naqueles locais onde as condições higiênico-sanitárias não são adequadas (EDERLI et 

al., 2008) e, eventualmente, há presença de fezes humanas ou de animais domésticos 

próximos às fontes de água (BERINO, 2004; HELLER et al., 2004; GARRIDO, 2005; 

KARANIS et al., 2007; BOUZID et al., 2008; DIAS et al., 2008; KING et al., 2008; 

YODER et al., 2010).  

Devido às sutis diferenças morfológicas e ao reduzido tamanho dos oocistos 

deste parasito, bem como os diferentes subtipos existentes dentro de uma única 

espécie, métodos moleculares têm sido desenvolvidos com o intuito de elucidar a 

complexa epidemiologia do Cryptosporidium, principalmente no que diz respeito aos 

genótipos com capacidade zoonótica e antroponótica (MEIRELES, 2010). 

Considerando a escassa literatura em informações sobre esta protozoose em 

caprinos, principalmente no Brasil, torna-se relevante conhecer as espécies de 

Cryptosporidium que estão envolvidas nas infecções entéricas de cabritos, 

evidenciando a atuação desta espécie animal como fonte de infecção da 

criptosporidiose humana. 

1.2. Objetivo 
O objetivo deste estudo foi verificar a prevalência e detectar molecularmente os 

genótipos e subgenótipos de Cryptosporidium com ocorrência em cabritos com até um 

ano de idade.  

1.3. Revisão de literatura 

A criptosporidiose é uma doença entérica, cujos agentes etiológicos são 

parasitos intracelulares extracitoplasmáticos pertencentes ao gênero Cryptosporidium. 

A infecção por este protozoário manifesta-se principalmente com diarréia em animais 

(BECHER et al., 2004; FAYER et al., 2005; FEITOSA et al., 2008; ZLOTOWSKI et al., 

2008) e humanos (PERIN et al., 2001; BRANTLEY et al., 2003; SIDDIQUI et al., 2007), 



variando estes sinais de acordo com a espécie de Cryptosporidium envolvida, 

principalmente em indivíduos jovens e imunodeprimidos (MATOS et al., 2004; CAMA et 

al., 2007; GATEI et al., 2008).  

Esta enfermidade parasitária de distribuição cosmopolita representa uma das 

causas mais comuns de doença entérica, com repercussões severas em saúde pública, 

especialmente após o descobrimento da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(SIDA) (LAUGHON et al., 1988; ANGUS, 1990; ARAÚJO et al., 2008), ocasionando 

quadros de má nutrição (PERIN et al., 2001; ROSSIGNOL et al., 2010), diarréia severa, 

irreversível e morte (NAVIN & JURANEK, 1984). 

Além do aspecto zoonótico, animais acometidos pelo Cryptosporidium spp. ficam 

predispostos às infecções oportunistas (RADOSTISTIS et al., 2000) originando 

elevadas perdas econômicas na produção animal (ALFIERI et al., 1994; OLSON et al., 

2004; NYDAM et al., 2005; O’HANDLEY & OLSON et al., 2006; FEITOSA et al., 2008). 

A diarréia pode ser constatada em animais co-infectados por Cryptosporidium spp., 

Escherichia coli e rotavírus (Figuras 1 e 2). 
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industrializados, diversos surtos desta enfermidade têm sido relatados (MACKENZIE et 

al., 1994; 1995; KARANIS et al., 2007). 

Na maioria dos países em desenvolvimento, o C. parvum e o C. hominis são 

responsáveis por mais de 90% dos casos de criptosporidiose em humanos. Por meio da 

subgenotipagem com o gene GP60, verificou-se que a transmissão zoonótica ocorre 

predominantemente pelo C. parvum, subtipo IIa e antroponótica pelo IIc (XIAO et al., 

2004; AKIYOSHI et al., 2006), podendo ocorrer também a infecção entre humanos pelo 

subtipo IIe (PENG et al., 2003; XIAO et al., 2004; CAMA et al., 2007). 

C. parvum é a espécie predominantemente encontrada em ruminantes no 

mundo, na presença de uma ampla variedade de subtipos, alguns destes com elevado 

potencial zoonótico. Dentre estes subtipos, o IIaA15G2R1 é o principal agente 

etiológico da criptosporidiose em animais (ALVES, 2006; FENG, 2007) e humanos 

(STRONG et al., 2000; TROTZ-WILLIAMS et al., 2006; XIAO, 2009). 

1.4.1. Hospedeiros naturais 
Dentre os animais pertencentes ao filo Cordados, o Cryptosporidium já foi 

descrito em todas as classes (LEVINE, 1980; XIAO & FAYER, 2008; FAYER, 2009), de 

modo especial em aves (CARDOZO et a., 2005; HUBER et al., 2007) e mamíferos 

(XIAO, 2010). 

XIAO et al. (2004) e APPELBEE  et al. (2005) descrevem em seus trabalhos a 

relação de humanos e primatas como hospedeiros habituais para C. hominis e 

humanos e ruminantes para C. parvum. Em bovinos, a infecção natural é destacada 

pelo C. bovis e C. andersoni, em roedores o C. muris, em suínos o C. suis, em cães o

C. canis, em gatos o C. felis e em perus o C. meleagridis.  

C. parvum destaca-se com especial importância na saúde humana e animal. 

Seus genótipos estão atualmente classificados em três, de acordo com o hospedeiro de 

origem. O C. parvum, primeiramente descrito por Tyzzer (1912), foi reclassificado como 

C. parvum “mouse genotype”, isolado em camundongos Mus musculus, Massachutetts, 

EUA (XIAO et al., 2002; XIAO et al., 2004). O C. hominis (MORGAN-RYAN et al., 2002), 

classificado como C. parvum “human genotype”, possui o Homo sapiens como 



hospedeiro, isolado em Perth, Austrália (XIAO et al., 2002). ŠLAPETA et al. (2006) 

classificaram o C. parvum “bovine genotype” como C. pestis, encontrado em Bos 

taurus, Iowa, EUA. 

No Brasil, o primeiro relato de surto de infecção por Cryptosporidium em caprinos 

foi realizado por VIEIRA et al. (1997), seguido por BOMFIM et al. (2005), com registros 

em diversos países do mundo (MUÑOZ et al., 1996; NOORDEEN et al., 2001; 

CASTRO-HERMIDA et al., 2007; GILES et al., 2009; SANZ CEBALLOS et al., 2009; 

PAVILOVI  et al., 2010).  

Os relatos de infecções em caprinos estão dispostos de acordo com o gênero, 

tipo, subtipo e local (país) de descrição (Tabela 1). 

TABELA 1. Ocorrência de Cryptosporidium em caprinos de diversos países e sua 

classificação de acordo com o tipo e subtipo. 

Gênero Espécie Subtipo Local Referência 
Cryptosporidium --- --- Austrália Mason et al. (1981) 
Cryptosporidium --- --- Chile Araya et al., (1987) 
Cryptosporidium parvum --- Espanha Matos-Fernández et al. (1993) 
Cryptosporidium --- --- Estados 

Unidos 
Caver et al. (1996) 

Cryptosporidium --- --- França Chartier et al. (1996) 
Cryptosporidium parvum --- Espanha Muños et al. (1996) 
Cryptosporidium --- --- Brasil Vieira et al., (1997) 
Cryptosporidium --- --- Chile Alcaino et al. (1999) 
Cryptosporidium --- --- Oman Johnson et al. (1999) 
Cryptosporidium --- --- Turquia Erman et al. (2000) 
Cryptosporidium --- --- Oman Johnson et al. (2000) 
Cryptosporidium --- --- Polonia Majewska et al. (2000) 
Cryptosporidium --- --- Sri Lanka Noordeen et al. (2000) 
Cryptosporidium --- --- Sri Lanka Noordeen et al. (2001) 
Cryptosporidium --- --- França Chartier et al. (2002) 
Cryptosporidium parvum 

“bovine” 
--- República 

Tcheca 
Hajdušek et al. (2004) 

Cryptosporidium --- --- Brasil Huber et al. (2004) 
Cryptosporidium --- --- Brasil Bomfim et al. (2005) 
Cryptosporidium parvum --- França Castro-Hermida et al. (2005a) 
Cryptosporidium parvum --- França Castro-Hermida et al. (2005b) 
Cryptosporidium --- --- Espanha Ferre et al. (2005) 
Cryptosporidium parvum --- França Delafosse et al. (2006) 



Cryptosporidium hominis --- Coréia Park et al. (2006) 
Cryptosporidium --- --- Sérvia Zorana et al. (2006) 
Cryptosporidium parvum --- França Castro-Hermida et al. (2007) 
Cryptosporidium parvum --- Zâmbia Goma et al. (2007) 
Cryptosporidium --- --- Tunísia Soltane et al. (2007) 
Cryptosporidium parvum IIaA15G2R1 

IIdA22G1 
Bélgica Geurden et al. (2008) 

Cryptosporidium parvum IIdA17G1a 
IIdA19G1 
IIdA25G1 
IIdA26G1 

Espanha Quílez et al. (2008) 

Cryptosporidium parvum IIa Itália O’Brien et al. (2008) 
Cryptosporidium parvum --- Espanha Sanz Ceballos et al. (2008) 
Cryptosporidium hominis --- Reino 

Unido 
Giles et al. (2009) 

Cryptosporidium parvum --- Espanha Sanz Ceballos et al. (2009) 
Cryptosporidium xiaoi --- Espanha Díaz et al. (2010) 
Cryptosporidium ubiquitum --- Estados 

Unidos 
Fayer et al. (2010)* 

Cryptosporidium --- --- República 
da Sérvia 

Pavlovi  et al. (2010) 

Infecção experimental (*); Não pesquisado (---) 
  

Por meio de diferenças morfológicas, biológicas e moleculares, 12 espécies de 

Cryptosporidium foram relatadas em mamíferos (FAYER, 2010). Embora não tenha sido 

observada uma intensa seletividade de hospedeiros, alguns animais atuam como 

hospedeiros naturais/habituais de genótipos de Cryptosporidium. As espécies deste 

parasito mais freqüentemente encontrado em humanos e nos principais animais 

domésticos desde sua descoberta em camundongos estão demonstradas na Tabela 2. 



TABELA 2. Espécies de Cryptosporidium descritas em ordem cronológica a partir de seu 

relato em camundongos, seres humanos e nos principais animais domésticos.  

Hospedeiro Cryptosporidium Referência 
Camundongo (Mus musculus) C. parvum* TYZZER (1912) 
Camundongo (Mus musculus) C. muris* TYZZER (1907) 
Peru (Alectura lathami) C. meleagridis* SLAVIN, (1955) 
Gato (Felis catus) C. felis* ISEKI (1979) 
Bovino (Bos taurus) C. andersoni* LINDSAY et al. (2000) 
Cão (Canis familiaris) C. canis* FAYER et al. (2001) 
Humano (Homo sapiens) C. hominis* MORGAN-RYAN et al. (2002)
Suíno (Sus scrofa) C. suis* RYAN et al. (2004) 
Bovino (Bos taurus) C. bovis FAYER et al. (2005) 
Bovino (Bos taurus) C. ryanae FAYER et al. (2008) 
Humanos, animais domésticos 
e selvagens 

C. ubiquitum* FAYER et al. (2010) 

* Espécies de Cryptosporidium detectadas em humanos (KATSUMATA et al., 2000; 
LEONI et al., 2000; GATEI et al., 2002; FAYER et al., 2010).  

1.4.2. Ocorrência 
A infecção por parasitos do gênero Cryptosporidium encontra-se amplamente 

difundida em animais no Brasil (MEIRELES, 2010) e no mundo (XIAO, 2010). Esta 

enfermidade parasitária está presente predominantemente em rebanhos de ruminantes, 

sendo preponderantemente observado o C. parvum (XIAO et al., 2007; ZINTL et al., 

2007; GEURDEN et al., 2008; PRITCHARD et al., 2008). 

A ocorrência da enteroinfecção por Cryptosporidium spp. em caprinos, no Brasil 

encontra-se exposta na Tabela 3. 



TABELA 3. Ocorrência de Cryptosporidium spp. em caprinos, por diversos métodos de 

diagnóstico, provenientes de diferentes estados brasileiros. 

Local Técnica* Total Porcentagem Referência 
Minas Gerais Histopatológico 

ZN 
22 100% VIEIRA et al. (1997) 

Rio de Janeiro Sq 
Cfs 

105 
105 

1,9% 
4,76% 

HUBER et al. (2004) 

Rio de Janeiro Sam 
Cfs 

105 

105 

1,9% 

4,76% 

BOMFIM et al. (2005) 

* Cfs: Centrífugo-flutuação em solução de sacarose; Sam: Safranina-azul de metileno; 
Sq: Safranina a quente; ZN: Ziehl-Neelsen 

1.5. Importância em saúde pública 
Considerada como uma enfermidade negligenciada, a criptosporidiose é de 

grande valor em saúde pública devido à sua elevada ocorrência (CARVALHO, 2009; 

SAVIOLI et al., 2006) e difícil tratamento (VIEL et al., 2007; SCHNYDER et al., 2009; 

ROSSIGNOL, 2010) principalmente quando há o acometimento de humanos portadores 

do vírus HIV (BLANSHARD et al., 1992; O’DONOGHE, 1995; GOLDSTEIN et al., 1996; 

XIAO & FENG, 2008) e de crianças (GLAESER et al., 2004; SAMIE et al., 2006; CAMA 

et al., 2008). 

Nos seres humanos, esta enfermidade ganhou destaque a partir dos primeiros 

relatos da SIDA, que ocorreram no final da década de 70 (MEISEL et al., 1976; NIME et 

al., 1976; ANDREOLI, 2008). Durante este período, o Cryptosporidium revelou-se como 

o principal agente causador da diarréia em imunossuprimidos (LIM et al., 2005; 

ARAÚJO et al., 2008; ASSEFA et al., 2009).  

A atividade antroponótica de algumas espécies de Cryptosporidium foi referida 

por XIAO & RYAN et al. (2004). Estes pesquisadores demonstraram que, sob condições 

favoráveis, o C. canis pode ser transmitido entre cães e humanos. Amparando esta 

observação, GATEI et al. (2008) relataram a ocorrência de C. parvum, C. hominis, C. 

canis e C. felis em pessoas portadoras do HIV na Jamaica.  

Além das espécies de Cryptosporidium acima citadas, o C. meleagridis (ARAÚJO 



et al., 2007; CAMA et al., 2007, 2008), C. muris, C. suis C. andersoni, C. cervine, horse, 

rabbit, skunk and chipmunk genotype foram ocasionalmente relatados em humanos 

(XIAO & RYAN, 2004; ROBINSON et al., 2008; XIAO & FAYER, 2008). Mamíferos 

selvagens podem contribuir para a contaminação ambiental por Cryptosporidium 

(LEONI et al., 2000; FENG, 2007; FENG, 2010), podendo ser observado o genótipo 

Cryptosporidium deer-like inclusive em bovinos (SZONY et al., 2008).  

Favorecida por uma epidemiologia diversificada, a infecção por este parasito é 

constantemente descrita em humanos de diferentes países como no Brasil (CIPOLLARI 

et al., 2010), Uganda (AKIYOSHI et al., 2006), Peru (CAMA et al., 2003, 2008), Austrália 

(HELLARD et al., 2000), Suíça (FRETZ et al., 2003), Jamaica (GATEI et al., 2008), 

Coréia (GUK et al., 2004), França (GUYOT et al., 2001), Nova Zelândia (LEARMONTH 

et al., 2004), Espanha (LLORENTE et al., 2007), África do Sul (SAMIE et al., 2006) e 

Eslovênia (SOBA & LOGAR, 2008). 

1.6. Agente etiológico 
 Observações do desenvolvimento in vivo e in vitro do Cryptosporidium, indicaram 

que o seu ciclo de vida é similar ao das gregarinas (HIJJAWI et al., 2004; ROSALES et 

al., 2005). 

Complementarmente, tendo como base a análise filogenética, após amplificação 

do gene da subunidade 18S do rRNA, os membros pertencentes ao gênero 

Cryptosporidium passaram a ser classificados como mais próximos da subclasse 

Gregarinia (CARRENO et al., 1999; BARTA & THOMPSON, 2006).  

Algumas das similaridades que evidenciam a classificação do gênero 

Cryptosporidium com algumas espécies de arquigregarinas são a localização em 

enterócitos intestinais, desenvolvimento extracelular, presença de dupla membrana no 

vacúolo parasitóforo, apicoplasto ausente, sizígia presente, ciclo de vida monoxeno, 

três gerações de esquizontes, tamanho dos oocistos, número de camadas e 

esporozoítos (HIJJAWI et al., 2009). Entretanto, na biologia do Cryptosporidium e das 

arquigregarinas, a merogonia é uma fase presente e ausente respectivamente 

(LEVINE, 1985). 



Embora o Cryptosporidium possua o complexo apical e ciclo semelhante a outros 

coccídeos, algumas peculiaridades importantes o diferenciam dos protozoários desta 

subclasse, como a localização intracelular extracitoplasmática, formação de vacúolo 

parasitóforo para captação de nutrientes da célula hospedeira, formação de oocistos de 

parede espessa e parede fina, além da resistência às drogas anticoccidianas 

(PUTIGNANI et al., 2009). 

Ainda que existam divergências na classificação taxonômica deste 

microrganismo (BOWMAN, 2005; ŠLAPETA, 2006), atualmente está estabelecido que o 

gênero Cryptosporidium pertence ao Filo Apicomplexa (complexo apical), Classe 

Sporozoae (ciclos de reprodução sexuada e assexuada, com formação de oocistos), 

subclasse Coccidia (ciclo de vida envolvendo merogonia, gametogonia e esporogonia), 

ordem Eucoccidiida (esquizogonia), sub-ordem Eimeriina (desenvolvimento de 

macrogametas e microgametas), Família Cryptosporidiidae (oocisto com quatro 

esporozoítos  e sem esporocistos), Gênero Cryptosporidium (FAYER, 2008; PLUTZER 

& KARANIS, 2009), Genótipos (FAYER, 2010) e Subtipos (SULAIMAN et al., 2005). 

Em sua biologia, os oocistos esporulados de Cryptosporidium são ingeridos pelo 

hospedeiro e, após ser exposto ao suco gástrico e enzimas pancreáticas, a excistação 

ocorre no duodeno com a liberação de quatro esporozoítos. Estes esporozoítos são 

englobados por microvilosidades e se localizam em um vacúolo parasitóforo, iniciando a 

reprodução assexuada. Neste evento, desenvolvem-se sucessivas merogonias, com 

liberação de oito e quatro esporozoítos, respectivamente (FORTES et al., 2004).  

Os quatro merozoítos liberados da segunda merogonia dão origem aos estádios 

sexuais, resultando na gênese de microgametas e macrogametas que se unem, 

formando o zigoto. A esporulação ocorre no interior do oocisto com desenvolvimento de 

quatro esporozoítos. Neste evento são formados oocistos de parede delgada (capazes 

de iniciar um novo ciclo dentro do mesmo hospedeiro por meio da retroinfecção) e 

também os oocistos de parede espessa (altamente resistentes em condições 

ambientais, que são eliminados nas fezes). A infecção em pessoas saudáveis 

geralmente permanece localizada no trato gastrintestinal (TZIPORI, 1998; AKIYOSHI et 

al., 2003). 



1.6.1. Características morfológicas e tintoriais 
A partir dos primeiros relatos do Cryptosporidium, oocistos encontrados em fezes 

de mamíferos com tamanho aproximado de 5 μm eram considerados como C. parvum.

Entretanto, a classificação morfológica dos oocistos não corresponde precisamente à 

espécie envolvida na infecção, uma vez que, diferentes espécies de Cryptosporidium 

podem apresentar similaridades (XIAO et al., 2004) ou diferenças em sua morfometria 

(BOMFIM & LOPES, 1995).

 Os oocistos de Cryptosporidium são pequenos de modo geral. Os extremos das 

espécies referem-se a 7,4 x 5,6 μm para C. muris e 5,0 x 4,5 μm para C. parvum 

(HIJJAWI et al., 2009). 

 As dimensões dos oocistos podem variar de acordo com a espécie de 

Cryptosporidium envolvida e também de acordo com as diferentes fontes consultadas 

(PLUTZER & KARANIS et al., 2009). Oocistos de C. hominis possuem 4,5 x 5,5 μm, C. 

suis 5,05 x 4,41 μm, C. felis 4,5 x 5,0 μm, C. canis 4,75 x 4,91 μm, C. meleagridis 4,5-

4,0 x 4,6-5,2 μm e C. andersoni 5,0-6,5 x 6,0-8,1 μm (SMITH et al., 2009). Embora 

tradicionalmente a taxonomia seja baseada na morfologia, hospedeiro de origem e 

local, esta prática na rotina laboratorial ficou impraticável devido à semelhança biológica 

de alguns oocistos e suas dimensões médias, podendo ser morfologicamente 

indistinguíveis como o C. bovis e o C. parvum (XIAO et al., 2004). 

As soluções corantes favorecem a visualização de enteroparasitos fecais, 

principalmente as formas evolutivas de protozoários (DE SOUZA, 2005; JACOBSEN et 

al., 2006; ELLIOT et al., 1999). Observa-se na Figura 3, esfregaço de fezes de cabrito 

corado pelo método de Kinyoun. 
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As técnicas de PCR constituem-se em valiosos métodos de diagnóstico, 

extremamente sensíveis e específicos na detecção do Cryptosporidium, com 

disponibilidade de aplicação de diferentes técnicas e protocolos de extração de DNA 

deste parasito (XIAO et al., 2004; COUPE et al., 2005; MEIRELES et al., 2007; 

GONÇALVES et al., 2008).   

A nested-PCR é utilizada como um dos principais métodos de diagnóstico 

molecular do Cryptosporidium (NIKAEEN et al., 2005), capaz de amplificar eficazmente 

a molécula de interesse em amostras com um pequeno número de oocistos (MONIS et 

al., 2001), demonstrando  sensibilidade de aproximadamente 97% na detecção deste 

coccídeo (BIALEK et al., 2002).  

 A descrição dos primer’s externos e internos do gene 18S rRNA de C. parvum  

correspondem:  

Forward: Outer primer set CPr I (5’-AAA CCC CTT TAC AAG TAT CAA TTG GA-3’) 

Reverse: Outer primer set CPr II (5’-TTC CTA TGT CTG GAC CTG GTG  AGT T-3’) 

Produto 676 bp Acesso Gen Bank – AF093492 

Forward: Inner primer set CPr III  (5’- TGC TTA AAG CAG GCA TAT GCC TTG AA-3’)

Reverse: Inner primer set CPr IV (5’-AAC CTC CAA TCT CTA GTT GGC ATA GT-3’) 

Produto 285 bp Acesso Gen Bank – AF093492 

(BIALEK et al., 2002) 

Os genótipos de Cryptosporidium são diferenciados principalmente através da 

amplificação do gene 18S rRNA (XIAO et al., 1999), que apresenta limitadas 

possibilidades de reações cruzadas entre os diferentes genótipos de Cryptosporidium

presentes em animais (XIAO et al., 1999; SANTÍN et al., 2007; FENG et al., 2007; 

KARANIS et al., 2007), humanos (ROBINSON et al., 2008; SOBA & LOGAR, 2008) e 

em amostras de água (XIAO et al., 2000;  CASTRO-HERMIDA et al., 2009). Contudo, 

estudos revelam que este gene pode variar entre as espécies de C. parvum, de acordo 

com as diferentes áreas geográficas analisadas (KALANI & WENMAN, 1994). 

O gênero Cryptosporidium apresenta um elevado grau de polimorfismo genético 

entre suas espécies. Deste modo, as técnicas moleculares propiciaram uma melhor 



identificação deste parasito, inclusive comparando-os com os dados morfológicos de 

trabalhos antigos. A genotipagem de Cryptosporidium baseado na amplificação de 

fragmentos da subunidade rRNA, provê a diferenciação de C. parvum, C. hominis e C. 

meleagridis daquelas espécies filogenéticamente mais distantes. A subgenotipagem a 

partir da amplificação do gene GP60 é similar à seqüência do microsatélite de 

trinucleotídeos TCA/TCG/TCT ao 5’ do final do gene.  A variação no número de 

repetições de trinucleotídeos permite categorizar C. parvum, C. hominis e os subitipos 

Ia, Ib, Id, Ie e If para C. hominis e IIa, IIc, IId e IIe para C. parvum (XIAO, 2009).  

Assim sendo, a subgenotipagem com o gene GP60 evidenciou o elevado grau de 

polimorfismo existente entre as espécies de Cryptosporidium e propiciou a identificação 

dos grupos e subgrupos de C. parvum capazes de atuar como agentes causadores de 

zoonoses, destacando-se o IIa e IId (PLUTZER & KARANIS, 2009).  

 A identificação de espécies de Cryptosporidium que apresentam potencial 

zoonótico, como o C. parvum e o C. hominis, baseia-se especialmente em protocolos 

para amplificação do gene GP60. Esta glicoproteína foi considerada um marcador ideal 

para identificação dos isolados predominantemente humanos, permitindo descrever a 

sua subgenotipagem (PENG, 2003; ALVES, 2003; XIAO & RYAN, 2004), devendo ser 

empregado sempre em caracterizações epidemiológicas humanas e animais (O’BRIEN 

et al., 2008). 

Deste modo, diversos trabalhos tem sido conduzidos com o intuito de elucidar os 

recursos bioquímicos e a genômica de espécies de Cryptosporidium, principalmente 

aqueles muito próximos como o C. parvum e o C. hominis (RIDER JR et al., 2010), que 

apresentam genomas homólogos (ABRAHAMSEN et al., 2004), divergindo sutilmente 

em sua região variável, devido a presença de micro ou mini-satélites (TANRIVERDI et 

al., 2006).  

1.6.3. Aspectos patogênicos e virulência 
Um dos mais preocupantes fatores epidemiológicos da criptosporidiose é a sua 

capacidade infectiva. Elevadas porcentagens de infecção foram observadas com a 

administração de aproximadamente 30 oocistos (DUPPONT et al., 1995), podendo 



chegar a 0,5% de possibilidade de infecção a ingestão de um único oocisto (TEUNIS et 

al., 1996).  

Em estudo conduzido no Brasil por MARTINS-VIEIRA et al. (2009), a infecção 

experimental com inoculação via oral com 5x106 oocistos de C. parvum em um bezerro 

resultou na excreção de aproximadamente 25x106 de oocistos por mL de fezes. Este 

fato prova que a capacidade de eliminação do agente etiológico no ambiente é alta, 

colocando em risco de infecção os seres humanos e animais que entrem em contato 

com estas fezes de maneira direta ou indireta. 

Além disto, quando se instala a infecção em um organismo, o gênero 

Cryptosporidium demonstra capacidade de desenvolver-se em um vacúolo parasitóforo, 

permanecendo protegido do sistema imune celular e do ambiente hostil do intestino, 

com acesso irrestrito às reservas nutricionais da célula hospedeira (THOMPSON et al., 

2008).  

O mecanismo patofisiológico da criptosporidiose compreende o seu estágio intra-

enterocitário. Esta enteroinfecção causa atrofia, fusão das vilosidades intestinais e 

inflamação, que resultam em perda da superfície absortiva e transporte desequilibrado 

de nutrientes. Ainda não está claro se o parasito interfere na função celular, mas parece 

ser capaz de induzir ou inibir a apoptose celular (CHEN et al., 1998; OJCIUS  et al., 

1999; DAGCI et al., 2002; BURET et al., 2003; LEAV et al., 2003). 

Análises histopatológicas revelaram que a criptosporidiose pode ocasionar  

infiltrado inflamatório mínimo e embotamento do vilo, sendo as alterações mais 

pronunciadas em indivíduos imunossuprimidos, como alterações inflamatórias maiores,  

rompimento da barreira celular epitelial com elevada infiltração celular inflamatória mais 

extensa e intensa. A infecção maçiça do parasito nos enterócitos, estimula uma reação 

inflamatória local, com aumento das concentrações de prostaglandinas, citocinas 

diversas, principalmente o interferon. Esses mediadores inflamatórios alteram o 

transporte de solutos na célula do epitélio intestinal, levando à diarréia osmótica (LEAV 

et al., 2003).   

A diarréia por má absorção resulta da interação entre produtos parasitários, 

como as proteinases, que rompem a barreira epitelial e as respostas 



imunológicas/inflamatórias do hospedeiro, promovendo absorção deficiente de 

eletrólitos, nutrientes, combinados com a hipersecreção de cloro e água (ARGENZIO et 

al., 1990; HUANG & WHITE, 2006), induzindo o surgimento de anormalidades 

intestinais, principalmente devido a ativação de linfócitos CD8+ no compartimento 

intraepitelial, com aumento da atividade citotóxica (MULLER et al., 1998; CHAI et al., 

1999; BURET, 2009). 

A infecção pelo Cryptosporidium é auto-limitante em indivíduos 

imunologicamente normais. Entretanto, em humanos imunodeprimidos, esta doença 

está associada a elevados índices de morbidade e mortalidade (HUNTER & NICHOLS, 

2002), especialmente em HIV-positivos (CAMA et al., 2003), transplantados 

(DENKINGER et al., 2007) e crianças (GLAESER et al., 2004), em que a contagem 

global de linfócitos T CD4+  esteja deficiente (BRANDONISIO et al., 1999; ASSEFA et 

al., 2009). 

1.6.4. Imunogenicidade e antigenicidade 
A infecção pelo Cryptosporidium é antigênicamente eficaz, capaz de promover 

imunidade duradoura através do desenvolvimento da imunidade humoral específica 

com produção de anticorpos (ELLIOT et al., 1997; DENG et al., 2004; MOSS et al., 

2004), capazes de neutralizar os esporozoítos (FAYER et al., 1989; FAYER et al., 1990; 

GREENBERG et al., 1996), resultando em resistência à infecção (JOHNSON et al., 

2004; AKILI et al., 2006). 

 Todavia, as alterações imunológicas decorrentes da infecção pelo 

Cryptosporidium não permanecem restritas ao trato gastrintestinal, levando também à 

ocorrência de alterações sistêmicas na população de linfócitos, principalmente em baço 

e placas de Peyer, com aumento do número de linfócitos CD4+, CD8+ e expressão de 

TCR +, TCR + e CD45B/220+ (MARIOTTE et al., 2004).  

Diferentes proteínas foram descritas como essenciais no processo da 

patogênese do Cryptosporidium, fundamentais durante os eventos de ataque e invasão 

celular, sendo denominadas como antígenos de superfície ou glicoproteínas Gp15, 

Gp40/45, Gp900, Gp25-200, P23/27,  CSL, CP15/17, Cpa135, CPS-500, COWP e 



TRAP-C1/P786 (ENRIQUEZ & RIGGS, 1998; LEAV et al., 2003; BOULTER-BITZER et 

al., 2007). 

A diferenciação entre diferentes aminoácidos que codificam CPGp40/60, P23 e 

Gp900 elucidam os padrões de infecção e as diferenças entre C. hominis e C. parvum 

em genótipos I e II (STURBAUM et al., 2003) e o polimorfismo entre estes isolados de 

humanos e animais (SULAIMAN et al., 1998; WU et al., 2003; CACCIÒ, 2005).  

Assim, os antígenos de C. parvum envolvidos no processo de infecção são 

fundamentais para o desenvolvimento da resposta imune, gerando anticorpos 

neutralizantes (FAYER and UNGAR, 1986) que reduzem os sintomas da 

criptosporidiose (FAYER et al., 1989a; FAYER et al., 1989b; PERRYMAN et al., 1990), 

sendo igualmente úteis nas técnicas de diagnóstico (ANUSZ et al., 1990) e em 

estratégias de imunoterapia (UNGAR et al., 1990; GREENBERG and CELLO, 1996; 

JENKINS et al., 1999). 

1.6.5. Resistência 
 Após a formação do zigoto, ocorre a auto-infecção do hospedeiro pelos oocistos 

de parede fina e contaminação do ambiente em decorrência da liberação de oocistos de 

parede espessa, que se apresentam prontamente esporulados e infectantes ainda no 

hospedeiro. Estes oocistos diferem-se dos demais coccídeos principalmente pela 

presença de membrana dupla, pontes de dissulfeto, carboidratos, lipídeos e actina 

(ROBERTSON & GJERDE, 2007), conferindo-lhe resistência e persistência ambiental 

ROBERTSON et al. 1992; CAREY et al., 2004; SUNNOTEL et al., 2006). 

A viabilidade dos oocistos em soulção aquosa com temperatura entre 15 a 20oC 

é de aproximadamente três meses, podendo chegar à um ano em condições de 

refrigeração. A infectividade de oocistos é reduzida após aquecimento (KING et al., 

2005) à 65oC durante 30 minutos (TZIPORI, 1983), congelamento -70oC (CAMPBELL et 

al. 1982), desidratação mínima de quatro horas (ROBERTSON et al., 1992) ou quando 

expostos à luz ultravioleta (UV) (CLANCY et al., 2004).  

Os principais produtos utilizados na desinfecção contra oocistos de 

Cryptosporidium encontram-se dispostos no Quadro 1. 



QUADRO 1. Principais produtos utilizados com eficácia na desinfecção contra oocistos 
de Cryptosporidium spp. 
 Aplicação  

Produto Concentração Horas Referência 
Ácido hipocloroso 2 p.p.m 2 horas PEREIRA (2007) 

Amônia 5% 2 horas CAMPBELL et al. (1982) 
Amônia 50% 30 minutos SUNDERMANN et al. (1987) 

Dióxido de cloro 0,4 p.p.m 15 minutos PEETERS et al. (1989) 
Dióxido de cloro 5 p.p.m. 1,5 horas PEREIRA (2007) 
Formol-salina 10% 2 horas CAMPBELL et al. (1982) 

Peróxido de hidrogênio 3% (10 vol.) 10 minutos BLEWETT (1989) 
Ozônio 1,11 p.p.m. 6 minutos PEETERS et al. (1989) 
Ozônio 1 p.p.m 5 minutos KORICH et al. (1989) 
Ozônio 0,18 mg/L 

0,24 mg/L 
Sistema 
fechado 

PEREIRA (2007) 

Ozônio 0,7 mg/L Sistema 
aberto 

PEREIRA (2007) 

1.6.6. Transmissão 
O parasito Cryptosporidium foi incluído na Iniciativa das Doenças Negligenciadas 

da Organização Mundial da Saúde, por sua estreita relação com saneamento básico 

deficiente e nas populações com baixo poder aquisitivo (SAVIOLI et al., 2006; 

THOMPSON et al., 2008; BOWMAN & LUCIO-FOSTER, 2010). 

Os hospedeiros são infectados por oocistos esporulados altamente resistentes 

às condições ambientais, cuja via de eliminação e porta de entrada corresponde à rota 

fecal-oral respectivamente (FAYER et al., 1997). Estas formas evolutivas eliminadas 

pelas fezes de seus respectivos hospedeiros acabam contaminando o ambiente 

(GRACZYK  et al., 2000; CARDOSO, 2004; ALMEIDA et al., 2008) e os recursos 

hídricos locais (DÍAS et al., 2008; XU et al., 2008), ocasionando surtos de 

criptosporidiose (SMITH et al., 1995; KARANIS et al., 2007; CASTRO-HERMIDA et al., 

2008) com quadros de diarréia, má-nutrição e morte, principalmente em crianças 

(SMITH & NICHOLS, 2010). 

A transmissão pode ocorrer entre humanos, entre humanos e animais, e entre 

animais e humanos pelo contato direto ou indireto (ROBERTSON, 2009), ingestão 

hídrica (GOLDSTEIN et al., 1996; ELWIN et al., 2002) e de alimentos contaminados 



com oocistos deste parasito, especialmente em locais com condições higiênico-

sanitárias precárias (DIXON, 2003; DAWSON, 2005; FAYER et al., 2000). Estes surtos 

são descritos na literatura científica em locais de acesso público como parques, áreas 

de recreação e piscinas (FAYER, 2004; SMITH et al., 2006). 

Frente ao crescimento populacional e ao aumento da demanda por água para 

uso doméstico e industrial, os efluentes resultantes destes usos promovem o 

surgimento de enfermidades parasitárias de veiculação hídrica (DOWBOR & TAGNIN, 

2005), de modo especial a criptosporidiose (ROSE et al., 1997; FRANCO, 2007; 

KARANIS et al., 2007). 

O surto histórico de criptosporidiose com maior destaque ocorreu em 

Milwakee/EUA, com o acometimento de 403 mil pessoas (MACKENZIE, 1994; HOXIE 

et al., 1997; NEIL, 1997). Entretanto, o primeiro relato da transmissão desta doença por 

veiculação hídrica foi referida em 1984 no estado do Texas, com aproximadamente 13 

mil pessoas infectadas (LISLE & ROSE, 1995).  

Diversos pesquisadores, em diferentes partes do mundo, relatam a poluição fecal 

humana e animal no ambiente, sendo os oocistos deste parasito facilmente 

recuperados de água de piscinas (JOCE et al., 1991), tratadas por filtração (LELAND et 

al., 1993), superfície de águas de abastecimento (D’ANTONIO et al., 1985; ROSE et al., 

1986; HANSEN & ONGERTH, 1991; WARD et al., 2002; CASTRO-HERMIDA et al., 

2009) e alimentos (SLIFKO et al., 2000; HELLER et al., 2004),  

Por veiculação hídrica, este parasito normalmente é observado em águas 

superficiais, uma vez que, devido ao seu diminuto tamanho, alta viabilidade e baixa 

densidade específica, são capazes de ser veiculados por longas distâncias (ROSE, 

1990). 

Cerca de 31 surtos de criptosporidiose, envolvendo mais de 10.000 pessoas, 

foram associados com a exposição a águas de recreio, ainda que devidamente tratadas 

com cloro. Diversos surtos foram ainda correlacionados com a ingestão de cidra, leite 

pasteurizado, gelo de bebida e alimentos, com ingestão (DILLINGHAM et al., 2002) (ou 

inalação) de oocistos infectantes excretado pelos hospedeiros infectados 

(O’DONOGHUE, 1995).  



 1.7. Manifestações clínicas 
Em caprinos (VIEIRA, 1997; 1999) e nas demais espécies animais (MEIRELES, 

2010), a criptosporidiose manifesta-se principalmente sobre a forma de diarréia. 

Nos humanos (HOLLAND, 1990; CHIN, 2000; NWOKEDIUKO et al., 2002; LIM et 

al., 2005), podem ser observado vômitos, náuseas, flatulência, perda de apetite, peso e 

dor abdominal (KORTBEEK, 2009). Em alguns casos, este parasito pode acometer o 

trato respiratório (FAYER et al., 1997; MERCADO et al., 2007), principalmente em 

indivíduos imunossuprimidos (BLANSHARD ET AL., 1982; BRANTLEY et al., 2003; 

ASSEFA et al., 2009), em que a variação das manifestações clínicas, persistência da 

infecção e gravidade dos sintomas estão diretamente correlacionados com a contagem 

de linfócitos TCD4+ (KELLY et al., 2002; HOUPT et al., 2005; GUPTA et al., 2008).  

Em humanos HIV-positivos, com contagem de linfócitos TCD4+ inferior a 50/mm3, 

a doença desenvolve-se de modo fulminante, provocando evacuações de até dois litros 

de fezes por dia (HUNTER & NICHOLS, 2002). 

 A manifestação dos sintomas podem ocorrer de modo diversificado, dependendo 

da espécie de Cryptosporidium envolvida e status imunitário do hospedeiro (HOUPT et 

al., 2005; DEKINGER et al., 2007), podendo ainda ser observadas infecções 

assintomáticas em portadores sãos (ARROWOOD, 1997; SIWILA et al., 2007). 

 A infecção por Cryptosporidium pode apresentar-se sob a forma de síndromes 

em humanos. A forma de síndrome denominada criptosporidiose intestinal fulminante 

ou cólera-like, acontece em pessoas portadoras do vírus HIV ou imunossuprimidas por 

quimioterapia.  Nestes casos pode ocorrer choque hipovolêmico e elevada escala de 

mortalidade. Um tempo de sobrevida muito curto (cinco semanas) foi estipulado por 

BLANSHARD et al. (1992), principalmente devido ao aumento de infecções 

intercorrentes (GRIFFITHS, 1998).  

 Outras formas de manifestações desta enfermidade ocorrem sob a forma de 

síndrome respiratória, com acometimento da mucosa brônquica (ARROWOOD, 1997; 

GRIFFITS et al., 1998), criptosporidiose hepatobiliar e pancreática (ARROWOOD, 1997; 

HUNTER & NICHOLS, 2002). 
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Em decorrência da excreção intermitente de oocistos de Cryptosporidium, faz-se 

necessário a repetição dos exames coproparasitógicos, com nova colheita da amostra, 

mesmo após um resultado negativo (HUBER et al., 2005; RAMBOZZI et al., 2007). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) tem sido utilizada com sucesso no 

diagnóstico de oocistos de Cryptosporidium em amostras fecais e ambientais, 

principalmente em locais de surtos, possibilitando determinar os fatores de risco e as 

fontes de infecção. Este método possibilita a identificação genotípica do parasito (MAGI 

et al., 2006) com o seqüenciamento dos genes codificadores 18S rRNA, actina, HSP-

70, GP-60 e a proteína de parede do oocisto de Cryptosporidium  (COWP), resultando 

na distinção dos diversos subgenótipos existentes (JEX et al., 2008; PLUTZER & 

KARANIS, 2009; FAYER, 2010; FAYER et al., 2010; KHAN et al., 2010). 

  

1.9. Tratamento 
 O tratamento da criptosporidiose em animais e humanos baseia-se na 

intervenção direta nos sinais e sintomas apresentados. LEMETEIL et al. (1993) 

analisaram a eficácia de mais de 30 drogas em ratos imunodeprimidos como modelo 

terapêutico humano da criptosporidiose, observando-se pouca eficácia curativa em 

muitos destes medicamentos. 

 Outros compostos como Octreotida, Amprólio, Ciclosporina A, Co-trimoxazole, 

Difenoxilato, Eritromicina, Sulfato de morfina, Espiramicina, Azidotimidina e Diclazuril 

têm sido referidos por diversos pesquisadores ao longo da história como capazes de 

exercer alguma atividade anti-Cryptosporidium, de modo especial a Lasalocida, 

Metronidazol e Sulfadimetoxina por LEMETEIL et al. (1993).   

 Estudiosos relataram a ação eficaz de algumas drogas no tratamento da 

criptosporidiose em cabritos neonatos e em caprinos adultos. As moléculas químicas e 

o tempo de administração dos medicamentos em cabritos estão demonstrados na 

Tabela 4. 



TABELA 4. Principais drogas utilizadas no tratamento da criptosporidiose em cabritos. 

Princípio ativo Dose  
Nitazoxanida 50-250 mg/kg-24 h 

por 8 dias 
VIEL et al. (2007) 

Decoquinato 2,5 mg/kg-24h por 
21 dias 

FERRE et al. (2005) 

-Ciclodextrina 500 mg/kg-24 h por 
6 dias 

CASTRO-HERMIDA et al. (2004) 

Decoquinato 2,5 mg/kg-24h por 
21 dias 

MANCASSOLA et al. (1997) 

Paramomicina 100 mg/kg-24 h por 
11 dias 

CHARTIER et al. (1996) 

 100 mg/kg-24 h por 
10 dias 

MANCASSOLA et al. (1995) 

1.10. Prevenção e controle 

 Adoções de medidas preventivas contra a criptosporidiose são de fundamental 

importância, principalmente naqueles locais onde ainda não foram identificados focos 

da doença e onde há presença de pessoas imunodeficientes.  Como a transmissão 

ocorre na maioria das vezes pela rota fecal-oral, noções básicas de higiene pessoal e 

saneamento ambiental são indispensáveis na profilaxia desta e de outras parasitoses 

(ROSE, 1997; DE GRAAF et al., 1999; LEAV et al., 2003). 

 O controle da veiculação hídrica do Cryptosporidium pode ser realizado  com o 

impedimento da poluição de rios e mananciais por fezes de animais e humanos, 

interrompendo a propagação deste e outros agentes parasitários pela água de bebida 

(KANJO et al., 2000; HELLER et al., 2004; CAUSER et al., 2006; DIAS et al., 2008; 

HARGY et al., 2009).  

 Devido à ausência de resultados satisfatórios com relação às drogas utilizadas no 

tratamento da criptosporidiose (KADAPPU et al., 2002), a intervenção ambiental, com 

medidas preventivas da transmissão do Cryptosporidium ainda são consideradas como 

as melhores alternativas no controle da doença, principalmente nas regiões onde esta 

enfermidade é endêmica, com presença de crianças, idosos e imunossuprimidos 

(PEREIRA et al., 2009). 
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Abstract  

The aim of this study was to perform the molecular detection and subtyping of 

Cryptosporidium spp.  in fecal samples from goat kids, calves, lambs, piglets and colts sharing 

the same environment. Nested polymerase chain reaction (PCR) for amplification of fragments of 

the 18S rRNA gene and of the glycoprotein GP60 was carried. Positive amplification for 

Cryptosporidium spp. was obtained in 16.66% (32/192) goat kids, 6.52% (12/184) calves and 

2.12% (1/47) piglet. All samples from goat kids and piglet were identified as Cryptosporidium 

parvum Among calves, were identified C. parvum in 41.66% (5/12), Cryptosporidium andersoni 

in 16.66% (2/12), Cryptosporidium ryanae in 16.66% (2/12) and Cryptosporidium  bovis in 25% 

(3/12) of the samples. The positive samples for C. parvum correspond exclusively with subtype

IIaA15G2R1. Based on the present results, was observed  that the species and subtypes of 

Cryptosporidium that are involved in enteric infections of farm animals in Brazil,  especially 

those who share the same environment may  act as sources  of zoonotic infection for other 

animals, including humans.  

Keywords: Cryptosporidiosis; Cryptosporidium spp.; farm animals;  

Introduction  

Cryptosporidium infection has been reported in several animals from different countries 

(Fayer, 2010), including Brazil (Meireles, 2010). This parasite is of great importance in public 

health (Tzipori and Widmer, 2008), acting, some animal species, as reservoirs of zoonotic 

subypes of Cryptosporidium (Kvá  et al. 2011).  

 The objective of this study was to detect molecularly the species and subtypes of  

Cryptosporidium  present in feces of goat kids, calves, lambs, piglets and colts sharing the same 

environment, and check whether these animals can share the same type of infection. 



Fecal samples were collected directly from the rectum of 192 goat kids, 184 calves, 44 

lambs, 47 piglets and 26 colts of different breeds, males and females and under one year old, 

from different farms, with some of these animals sharing the same environment on the property. 

The extraction of Cryptosporidium spp. genomic DNA was performed using a protocol 

described previously (Silva et al., 2010). For identification of Cryptosporidium species, a nested 

polymerase chain reaction (nPCR) was performed for amplification of the 18S subunit of the 

ribosomal RNA gene (18SrRNA) (Xiao et al., 2001) following sequencing of amplified 

fragments. Samples identified as C. parvum were subjected to subtyping using nPCR for 

amplification of the glycoprotein GP60 gene fragments (Peng et al., 2003). Ultrapure water was 

used as negative control and DNA of C. galli and C. parvum were used as positive control for 

18SrRNA gene and GP60 gene, respectively. 

Nested PCR products were purified by using the QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) 

and were sequenced with the ABI Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems). Consensus sequences were determined by using the software CodonCode Aligner v. 

2.0.4® (CodonCode Corporation). Sequences were aligned with ClustalW (Thompson et al., 

1997) and BioEdit sequence alignment editor software (Hall, 1999), using GenBank sequences as 

a reference. 

Nested PCR allowed the identification of Cryptosporidium spp. in fecal samples of 

16.66% (32/192) of goat kids, 6.52% (12/184) of calves and 2.12% (1/47) of piglets. The species 

and subtypes of Cryptosporidium identified in the animals are shown in the Table 1. All 

sequences reported in this study are identical to those published by Meireles et al. (2011) under 

the accession numbers HM622119 to HM622122.



This work is the first description of molecular identification of C. parvum subtypes on 

goat kids and piglets in Brazil. The occurrence of C. parvum can be reported in differents farm 

animals, but less commonly in pigs (Xiao, 2010). Exclusively C. parvum subtype IIaA15G2R1

was found concomitantly in goat kids, calves and one piglet sharing the same environment, 

regardless of place of origin (Tab. 1). In contrast to our study, Kvá  et al., (2011) detected five 

subtypes of C. parvum in calves, predominating the IIaA15G2R1 and IIaA16G1R1.  

As in our work, investigators have reported in Brazil the occurrence of C. andersoni, C. 

bovis and C. ryanae in catlle (Meireles et al., 2011). Results similar to ours were obtained by 

Sevá et al. (2010), who did not observe the occurrence of Cryptosporidium in stool samples of 

equine and ovine.  

Further studies are needed to assess the impact of infections caused by different species 

and subtypes of Cryptosporidium in production animals raised in Brazil, especially those who 

share the same environment and can be considered reservoirs of zoonotic subtypes of this 

protozoan for other animals, including the man. 
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Table 1. Detection of Cryptosporidium spp. in fecal samples from animals sharing the 
same area on farm properties, in different municipalities in Brazil. 
Municipalit

y 
Animal 
species 

No. sampled Species and subtype (No. positive) 

Andradina 
Goat kids 8 C. parvum IIaA15G2R1(4) 

Calves 21 * 
Piglets 25 C. parvum IIaA15G2R1 (1) 
Colts 1 * 

Castilho 

Goat kids 62 C. parvum  IIaA15G2R1 (5) 

Calves 24 
C. bovis (3) 

C. parvum IIaA15G2R1 (2) 
C. ryanae (2) 

Piglets 6 * 
Colts 2 * 

Cassilândia 
Goat kids 19 C. parvum IIaA15G2R1 (1) 

Calves 5 * 
Lambs 13 * 

Ilha Solteira 

Goat kids 33 C. parvum IIaA15G2R1 (8) 
Calves 39 * 
Lambs 7 * 
Piglets 12 * 
Colts 2 * 

Itarumã 

Goat kids 31 C. parvum IIaA15G2R1 (9) 
Calves 70 C. parvum IIaA15G2R1 (3) 
Lambs 7 * 
Piglets 4 * 
Colts 16 * 

Iturama Goat kids 16 C. parvum IIaA15G2R1 (2) 

Três Lagoas 
Goat kids 23 C. parvum IIaA15G2R1 (3) 

Calves 25 C. andersoni  (2) 
Lambs 17 * 
Colts 5 * 

* negative samples for Cryptosporidium spp. 
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Resumo - O objetivo deste estudo foi comparar as técnicas de centrífugo-flutuação em solução 

de sacarose, centrífugo-flutuação em solução de sulfato de zinco, Kinyoun modificado e reação 

em cadeia da polimerase para detecção de Cryptosporidium spp. em amostras fecais frescas de 

caprinos, bovinos e suínos. Fezes foram colhidas diretamente do reto de 192 cabritos, 184 

bezerros e 47 leitões. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram constatados em 11,45% (22/192) e 

5,72% (11/192) dos cabritos, 4,34% (8/184) e 3,26% (6/184) dos bezerros, 2,12% (1/47) e 2,12% 

(1/47) dos leitões pelos métodos de Sheather e Faust, respectivamente. Nos esfregaços diretos de 

fezes, corados pelo método de Kinyoun, foram observados oocistos do referido protozoário em 

6,77% (13/192), 4,34% (8/184) e 2,12% (1/47) dos cabritos, bezerros e leitões respectivamente. 

Por meio da análise molecular, 16,66% (32/192) dos cabritos, 6,52% (12/184) dos bezerros e 

2,12% (1/47) dos leitões apresentaram amplificação positiva para Cryptosporidium. Todas as 

amostras positivas pelos métodos de concentração e coloração foram igualmente positivas pela 

técnica de nested-PCR.  A partir destes resultados pode-se inferir que a técnica de nested-PCR foi 

o método superior na detecção de Cryptosporidium quando comparado com os demais métodos 

empregados neste estudo, sendo capaz de revelar este parasito mesmo naquelas amostras com 

reduzido número de oocistos.  

Palavras-chave: Faust, Kinyoun modificado, nested-PCR, Sheather, técnicas 

coproparasitológicas 

Abstract - The aim of this study was to compare the techniques of flotation in sucrose solution, 

flotation in zinc sulfate solution, modified Kinyoun and polymerase chain reaction type nested 

for detection of Cryptosporidium spp. in fresh fecal samples of goats, cattle and pigs. Feces were 

collected directly from the rectum of 192 goats, 184 calves and 47 pigs. Oocysts of 

Cryptosporidium spp. were found in 11.45% (22/192) and 5.72% (11/192) of goats, 4.34% 

(8/184) and 3.26% (6/184) of calves, 2.12% (1/47) and 2.12% (1/47) of piglets by the methods of 

Sheather and Faust, respectively. In direct smears of feces stained by the Kinyoun oocysts were 

observed in 6.77% (13/192), 4.34% (8/184) and 2.12% (1/47) of goats, calves and piglets, 

respectively. Through molecular analysis, 16.66% (32/192) of goats, 6.52% (12/184) of calves 

and 2.12% (1/47) of the piglets had positive amplification for Cryptosporidium. All positive 

samples by the methods of concentration and staining were also positive by nested-PCR 

technique. From these results we can infer that the technique of nested-PCR was the superior 



method in detection of Cryptosporidium compared with the other methods employed in this 

study, being able to reveal this parasite even in those samples with low number of oocysts. 

Keywords: Faust, Modified Kinyoun, nested-PCR, Sheather, Coproparasitological techniques 

Introducão 

 Diversos pesquisadores têm relatado em seus estudos a ocorrência de divergências entre a 

eficiência dos diferentes métodos coproparasitológicos para a detecção de Cryptosporidium

(BOMFIM & LOPES, 1994; FEITOSA et al., 2004). Deste modo, técnicas de concentração 

(BUKHARI & SMITH, 1995), de coloração (LALLO et al., 2009) e nested-PCR (KAUSHIK et 

al., 2008) têm sido empregadas na detecção deste protozoário em caprinos (BOMFIM et al., 

2005), bovinos (HUBER et al., 2004) e suínos (CALDERARO et al., 2001). 

 O objetivo deste estudo foi determinar e comparar a eficiência das técnicas de centrífugo-

flutuação em solução de sacarose (Sheather), centrífugo-flutuação em solução de sulfato de zinco 

(Faust), Kinyoun modificado e reação em cadeia da polimerase tipo nested (n-PCR) para 

diagnóstico de Cryptosporidium spp. em amostras fecais frescas de caprinos, bovinos e suínos. 

Fezes foram colhidas diretamente do reto de 192 cabritos, 184 bezerros e 47 leitões, 

machos e fêmeas, de diferentes raças. Foram utilizadas como técnicas de concentração a 

centrífugo-flutuação em solução de sacarose (densidade específica de 1,20 g/mL) e a centrífugo-

flutuação em solução de sulfato de zinco (densidade específica 1.180 kg/m-3). Para a coloração 

dos esfregaços fecais foi empregado o método de Kinyoun modificado.. 

A análise molecular foi realizada com a técnica de n-PCR, após extração de DNA dos 

oocistos de Cryptosporidium spp. conforme Meireles et al. (2007), seguindo-se a amplificação de 

fragmentos do gene da subunidade 18S do RNA (XIAO et al., 1999), permitindo a amplificação 

de fragmentos de DNA de todas as espécies e genótipos de Cryptosporidium conhecidos.  

Foi elaborado um índice de contagem média de oocistos por campos de microscopia. Pela 

visualização aleatória em aumento de 400 vezes, determinou-se: 0 = ausência de oocistos, 1 a 2 = 

raros, 3 a 4 = +, 5 a 7 = ++, 8 a 10 = +++ e acima de 10 = ++++.  

Oocistos de Cryptosporidium spp. foram constatados em 11,45% (22/192) e 5,72% 

(11/192) dos cabritos, 4,34% (8/184) e 3,26% (6/184) dos bezerros, 2,12% (1/47) e 2,12% (1/47) 

dos leitões pelos métodos de Sheather e Faust, respectivamente. Pelo método de Kinyoun 

modificado, oocistos foram observados em 6,77% (13/192), 4,34% (8/184) e 2,12% (1/47) dos 



cabritos, bezerros e leitões respectivamente. Por meio da análise molecular, 16,66% (32/192) dos 

cabritos, 6,52% (12/184) dos bezerros e 2,12% (1/47) dos leitões apresentaram amplificação 

positiva para Cryptosporidium. Todas as amostras positivas pelos métodos de concentração e 

coloração foram igualmente positivas pela técnica de n-PCR.  

Por meio do Teste Qui-Quadrado, nos cabritos, a detecção de oocistos pelo método de 

Sheather foi superior aos resultados obtidos pelas técnicas de Faust (P<0,0009) e Kinyoun 

(P>0,5930). Este fato não foi observado nas amostras fecais dos bezerros quando comparadas as 

técnicas de Sheather e Faust (P>0,1573). O número médio de oocistos observados por campo de 

microscópio em aumento de 400 vezes foi maior nos bezerros e leitões, e notadamente menor nos 

cabritos (Tabela 1). 

Diversos pesquisadores têm classificado a técnica de Sheather como um dos melhores 

métodos de concentração de oocistos de Cryptosporidium em amostras fecais de diferentes 

espécies animais (ANDERSON, 1981; ALVES et al., 2005; CARDOZO et al., 2008). A eficácia 

do método de Sheather é comparável às técnicas de Ritchie e Kinyoun associados na 

identificação de oocistos de Cryptosporidium, como pode ser observado no trabalho de Scott et 

al. (1985) que, ao comparar estas técnicas, constataram 18,1% (127/703) e 18,4% (129/703) de 

amostras positivas respectivamente. 

Corroborando com nossos resultados, diversos estudos têm demonstrado a técnica de 

Sheather como superior na detecção de Cryptosporidium, mesmo quando comparada com outras 

técnicas de coloração (HUBER et al., 2004), ensaio imunoenzimático (FEITOSA et al., 2004) e 

Faust (ALVES et al., 2005).  

Ainda que no presente estudo a técnica de Faust tenha possibilitado recuperar um menor 

número de oocistos em confronto com a técnica de Sheather, pesquisadores tem empregado este 

primeiro método como importante ferramenta na detecção de Cryptosporidium em amostras de 

fezes de humanos (CARVALHO et al., 2006), eqüinos (GOMES et al., 2008) e animais silvestres 

(SOARES et al., 2008; LALLO et al., 2009).  

Kaushik et al. (2008) demonstraram em seus estudos que a técnica de n-PCR é 

considerada como o método mais sensível e específico na detecção de Cryptosporidium, em 

confrontação com diversos métodos de coloração e de ELISA, chegando a 100% de sensibilidade 

e especificidade. Contrariamente, Magi et al. (2004) constataram que o método de Kinyoun foi 



superior à técnica de PCR e testes imunológicos rápidos, sendo considerado como o método mais 

prático, barato e eficaz no diagnóstico deste protozoário. 

O método de coloração de Kinyoun é amplamente utilizado na rotina laboratorial, 

revelando oocistos de Cryptosporidium em amostras de fezes conservadas (AMATO NETO et 

al., 2003) ou frescas (FANFA et al., 2010), viabilizando ainda a preservação das amostras 

coradas e da morfologia dos oocistos (AMATO NETO et al., 1996). 

Baseado em nossos resultados, a técnica de nested-PCR foi superior aos demais métodos 

para a detecção de Cryptosporidium em cotejo às demais técnicas empregadas neste estudo, 

detectando este protozoário mesmo naquelas amostras com reduzido número de oocistos.. 
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Table captions 

Tabela 1. Nível estimado de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de 192 

cabritos, 184 bezerros e 47 leitões pelas técnicas coproparasitológicas de Sheather, Faust e 

Kinyoun modificado. 

Técnica Índice Cabritos  Bezerros Leitões 

  Freqüência 

(Porcentagem) 

Freqüência 

(Porcentagem) 

Freqüência 

(Porcentagem) 

Sheather 

Negativo 170 (88,54%) 176 (95,65%) 46 (97,87%) 

raros 4 (2,08%) 1 (0,54%) 0 (0,0%)

+ 6 (3,13%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

++ 9 (4,69%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

+++ 2 (1,04%) 2 (1,09%) 0 (0,0%)

++++ 1 (0,52%) 5 (2,72%) 1 (2,12%) 

Faust 

Negativo 181 (94,27%) 178 (96,74%) 46 (97,87%) 

raros 7 (3,65%) 2 (1,09%) 0 (0,0%)

+ 3 (1,56%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

++ 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

+++ 1 (0,52%) 3 (1,63%) 0 (0,0%)

++++ 0 (0,0%) 1 (0,54%) 1 (2,12%) 

Kinyoun 

modificado 

Negativo 179 (93,23%) 176 (95,65%) 46 (97,87%) 

raros 9 (4,69%) 2 (1,09%) 0 (0,0%)

+ 1 (0,52%) 1 (0,54%) 0 (0,0%)

++ 1 (0,52%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

+++ 1 (0,52%) 3 (1,63%) 0 (0,0%)

++++ 1 (0,52%) 2 (1,09%) 1 (2,12%) 
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