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Resumo 

 
 
 

 
BACCEGA, B. Ocorrência de Cryptosporidium spp. em bezerros na região sul 
do Rio Grande do Sul  e a comparação de técnicas de coloração para detecção 
e oocistos nas fezes.2017. 68f. Dissertação (Mestrado em Parasitologia)-Programa 
de Pós-Graduação em Parasitologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
.  
 
 
 
Cryptosporidium spp. são coccídios reconhecidos como importantes patógenos 

causadores de diarreia em vertebrados, incluindo bovinos e o homem. Em bovinos, 

os bezerros neonatos são mais suscetíveis à infecção clínica, sendo os animais 

adultos acometidos por infecções de natureza assintomática. Os bovinos podem 

ainda atuar como reservatórios de Cryptosporidium parvum, que apresenta potencial 

zoonótico. Inúmeros métodos foram desenvolvidos para diagnóstico de 

criptosporidiose, sendo as técnicas que envolvem a detecção direta do parasito, por 

observação microscópica, as mais comumente utilizadas na rotina laboratorial. No 

entanto, essas técnicas podem apresentar resultados falsos positivos e baixa 

sensibilidade. Neste estudo, utilizaram-se 359 amostras fecais, provenientes de 

bezerros leiteiros, de 68 propriedades da região sul. Estas amostras foram 

submetidas a diferentes métodos de coloração, como a técnica de Auramina, 

Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen, para a detecção de oocistos de Cryptosporidium 

spp. Portanto, almeja-se padronizar uma técnica específica, eficaz e de baixo custo 

para a detecção de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de 

bezerros leiteiros, da região sul do Rio Grande do Sul, Brasil. 

 

Palavras-chave: Protozoários, saúde pública, Auramina, Kynioun, Ziehl-Neelsen, 

Safranina.



Abstract 
 
 

 
Baccega, Bruna. Occurrence of Cryptosporidium spp. in calves from the 
southern region of Rio Grande do Sul and the comparison of techniques for 
detection of oocysts in feces. 2017. 68f. Dissertation (Master in Science) – 
Postgraduate Program in Parasitology, Institute of Biology, Federal University of 
Pelotas, Pelotas, 2015.  
 
 
 
 
Cryptosporidium spp. are coccidia recognized as important pathogens that cause 

diarrhea in vertebrates, including cattle and man. In cattle, neonatal calves are more 

susceptible to clinical infection, and adult animals are affected by infections of an 

asymptomatic nature. Cattle may also act as reservoirs of Cryptosporidium parvum, 

which has a zoonotic potential. Numerous methods have been developed for the 

diagnosis of cryptosporidiosis, and the techniques that involve the direct detection of 

the parasite, by microscopic observation, are the most commonly used in the routine 

of laboratory. However, these techniques may present false positive results and low 

sensitivity. In this study, 359 fecal samples from dairy calves were used in 68 

properties from the southern region. These samples were submitted to different 

staining methods, such as Auramine, Kinyoun, Safranina and Ziehl-Neelsen, for the 

detection of oocysts of Cryptosporidium spp. Therefore, it is desired to standardize a 

specific, efficient and low-cost technique for the detection of oocysts of 

Cryptosporidium spp. in faecal samples of dairy calves from the southern region of 

Rio Grande do Sul, Brazil. 

 

Keywords: Protozoan, public health, Kynioun, Ziehl-Neelsen, Safranine, Auramine. 
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1. Introdução 

O protozoário do gênero Cryptosporidium spp., coccídio que parasita mamíferos, 

aves, répteis, peixes e anfíbios. Este gênero pode ser encontrado aproximadamente 

em 170 espécies de animais silvestres e domésticos, bem como em seres humanos 

(O'DONOGHUE,1995; FAYER et al., 2000; MORGAN, 2000; JEX et al., 2008). 

 Pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, 

Ordem Eucoccidiorida, Subordem Eimeriorina e Família Cryptosporidiidae (LEVINE, 

1984; XIAO 2004; FAYER, 2008). 

De distribuição mundial, é considerado um agente zoonótico, responsável pelo 

acometimento gastrointestinal autolimitado em indivíduos imunocompetentes e por 

vezes, severo em imunodeficientes (CAMPBELL, 1983; PETERSON,1993). 

 A infecção por parasitos do gênero Cryptosporidium spp. encontra-se 

amplamente difundida em animais no Brasil (MEIRELES et al.,2010).  

Criptosporidium spp. está comumente associada a enterites, as quais se 

caracterizam em diarreia aguda, aquosa e cólica (JEX et al., 2008). Acomete 

principalmente bezerros (GRAAF et al. 1999). Os animais adultos são considerados 

como potencial fonte de infecção para o ambiente e restante do rebanho (FAYER et 

al. 2000). 

É um patógeno de grande importância para o rebanho bovino, pois a morbidade 

pode chegar a 100%, causando grandes perdas econômicas. Infectando células 

superficiais do epitélio gastrintestinal, comprometendo o crescimento do animal, 

além dos custos com medicamentos e em casos extremos a perda com a morte dos 

animais (GRAAF et al. 1999; VERGARA & QUÍLEZ 2004). 

O diagnóstico laboratorial normalmente é feito pela detecção de oocistos de 

Cryptosporidium spp. em amostras fecais, utilizando-se para concentração o método 

de sedimentação em formalina-acetato de etila (De CARLI, 2001).  Para visualização 

dos oocistos, diferentes métodos de coloração são utilizadas, como por exemplo, 
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Ziehl-Neelsen, Safranina e azul de metileno, Auramina, Sheather, Contraste de fase, 

Kinyoun, dentre outras. 

Assim, devido ao pouco conhecimento dessa infecção em bezerros na região sul 

do Rio Grande do Sul, como de um teste de diagnóstico rápido e preciso, realizou-se 

o estudo com o objetivo de detectar a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. 

nas fezes de bezerros de leite na região,  bem como padronizar um método 

diagnóstico coproparasitológico. 



2. Objetivos 
 
2.1 Objetivo Geral  
 

Comparar técnicas microscópicas de coloração para detecção de oocistos de 

Cryptosporidium spp. nas fezes de bezerros no sul do Rio Grande do Sul, Brasil 

 

2.2 Objetivos Específicos 
 

Detectar a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. nas fezes de bezerros 

de  leite da região sul do Rio Grande do Sul, através de diferentes métodos de 

diagnóstico coproparasitológico. 

Padronizar e avaliar os resultados obtidos pelos métodos de coloração na 

detecção de oocisto de Cryptosporidium spp. nas amostras fecais de bezerros de 

leite. 

Analisar a especificidade e sensibilidade das técnicas utilizadas. 

Contribuir com dados epidemiológicos sobre a ocorrência deste protozoário em 

bezerros leiteiros na região sul do Rio Grande do Sul. 
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3. Revisão de Literatura  

 

3.1 Classificação taxonômica 

Classificados taxonomicamente como PROTISTAS, pertencentes ao Filo 

APICOMPLEXA, Classe ESPOROZOASIIDA, Subclasse COCCIDIASIDA, Ordem 

EUCOCCIDIA, Subordem EIMERIINA, Família CRYPTOSPORIIDAE 

(LEVINE,1984). 

Segundo Tzipori & Ward (2002), este protozoário possui algumas características 

que se diferenciam de outros coccídeos. Como a ocorrência em espécies 

hospedeiras distintas, seus esporozoítos são livres e ausência de esporocisto, 

resistência aos agentes microbicidas, auto-infecção do hospedeiro, sua localização 

intracelular e extracitoplasmática na célula hospedeira. 

Diversas espécies de Cryptosporidium spp. foram descritas e nomeadas, 

conforme o hospedeiro, considerando características fenotípicas, genotípicas, 

patogênicas e epidemiológicas. (FAYER et al., 1997; MORGAN et al., 1999; FAYER 

et al.,2000; XIAO et al., 2000; MOINS & THOMPSON, 2003; FAYER et al.,2004; 

XIAO et al.,2004; FAYER et al., 2005; FAYER et al., 2006;).  

3.2 Histórico de Cryptosporidium spp. 

A primeira descrição deste protozoário ocorreu em 1907, por Ernest Edward 

Tyzzer, observando em glândulas gástricas de camundongos, sendo denominado C. 

muris. 

Dentre os seres humanos, os primeiros casos de infecção foram relatados em 

pacientes imunocompetentes e imunodeprimidos em 1976 nos Estados Unidos da 

América (MEISEL et al.,1976; NIME et al.,1976;). 

No ano de 1971, foi encontrado pela primeira vez este parasito em bezerros com 

diarreia, despertando interesse pelo agente em medicina veterinária (LALLO, 1996). 
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Em bovinos as espécies ocorrentes são: C. andersoni, C. bovis, C. parvum e C. 

ryanae ou genótipo deer-like (MEIRELES et al., 2011; RYAN et al.,2014).  

No município de Campo dos Goytacazes, localizado na Região Norte 

Fluminense, foi encontrada uma positividade de 61% para o gênero Cryptosporidium 

spp. em bezerros com até 12 meses de idade, com maior excreção de oocistos nos 

primeiros dias de vida (ALMEIDA et al., 2008).  

Criptosporidiose em cães ocorre principalmente em filhotes com menos de seis 

meses de idade. Em gatos foi descrita no Japão Iseki em 1979, que nomeou o 

parasita responsável como C. felis (ISEKI, 1979) 

Nas aves está relacionado aos tratos digestivo e/ou respiratório (NAKAMURA 

et al., 2009).  Suínos geralmente são acometidos por C. suis e C. scrofarum, 

embora, também, já tenham sido relatados C. muris, C. tyzzeri e C. parvum (RYAN 

et al., 2014).  

Em equinos foi inicialmente descrita em potros com imunossupressão. A 

prevalência pode variar conforme a idade, localização e categoria do animal 

(TOSCAN et al., 2010). 

Até o ano de 2009 considerava-se que C. cuniculus  era específico de coelho, 

até ocorrer um surto relacionado à esta espécie em humanos no Reino Unido 

(PULESTON et al., 2014).  

Cryptosporidium spp., também, é descrito em  répteis como serpentes, 

tartarugas, lagartos e anfíbios,  em camundongos, capivara, veados, porco espinho, 

cangurus e muitas outras espécies, como peixes de água doce, como a tilápia 

(ALVAREZ-PELLITERO & SITJÀ-BOBADILLA, 2002; MEIRELES, 2010; KOINARI et 

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

 

3.3 Morfologia  

Cryptosporidium spp. possui várias formas durante o seu ciclo de vida. Podendo 

apresentar-se em forma elíptica ou esférica, medindo de 4 a 6 µm, o qual se dá o 

nome de oocisto. Dentro de cada oocisto, encontram-se quatro esporozoítos, e sua 

parede pode se apresentar em dois tipos: I- parede espessa; II- parede delgada 

(JACOBSEN et al.,2006). 
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3.4 Ciclo biológico 

As espécies de Cryptosporidium spp. possuem um ciclo de vida monoxeno, muito 

semelhante aos de outros coccídios. Composto por seis estágios de 

desenvolvimento (assexual e sexual), ocorrendo em um único hospedeiro, e a 

eliminação de oocistos já esporulados nas fezes de animais ou pessoas infectados, 

(DUBEY et al.,1990), o que diferencia este protozoário dos demais coccídeos 

(AMARANTE, 1992; O'DONOGHUE, 1995).  

 Após a ingestão dos oocistos ocorre a fase de excistação, onde os esporozoítos 

infectantes são liberados. Estes ativamente procuram, tratos gastrointestinais fixam-

se, invadem e tornam-se englobados pelas células epiteliais do hospedeiro 

(PEREIRA, 2007; CHALMERS & DAVIES, 2010). Os esporozoítos se diferenciam 

em trofozoítos, iniciando a multiplicação assexuada (XIAO et al., 2004; SMITH et 

al.,2007). Durante a maturação do trofozoíto ocorre a multiplicação assexuada 

(esquizogonia ou merogonia) e resulta na formação de esquizonte ou meronte tipo I 

que contém 6 a 8 merozoítos e o tipo II, com quatro merozoítos. Os merozoítos tipo I 

podem dar origem a novos merozoítos do tipo I ou do tipo II; os merozoítos tipo II 

iniciam a fase sexuada do ciclo ou gametogonia, com diferenciação em estágios 

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

Após a fertilização, o macrogameta desenvolve-se em oocisto, podendo formar 

oocistos de parede delgada, que são responsáveis por autoinfecção. Capazes de 

iniciar um novo ciclo dentro do mesmo hospedeiro, e os de parede espessa, que são 

eliminados nas fezes e são resistentes às condições ambientais. A esporulação dos 

oocistos ocorre logo após sua formação, eliminados em sua forma infectante, o que 

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

O potencial infeccioso de Cryptosporidium spp. está relacionado às 

características como: tamanho reduzido e baixa velocidade de sedimentação dos 

oocistos na água; baixa dose infectante (menos de 10 oocistos) e por serem 

eliminados já em sua forma infectante; grande quantidade de excreção de oocistos 

pelos hospedeiros infectados; baixa especificidade por hospedeiros mamíferos. 

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

Os oocistos eliminados no ambiente são bastante sensíveis à dessecação, ao 

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

(FUJINO et al., 2002). Porém são extremamente resistentes à ação do cloro utilizado 

no tratamento de água (XIAO et al, 2004), e podem permanecerem viáveis no 
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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). 

Figura 1 – Ciclo biológico do Cryptosporidium spp. (Adaptado de USDA*) 

 

*United States Department of Agriculture 

3.5 Mecanismos de transmissão 

A transmissão de Cryptosporidium spp. ocorre principalmente pela propagação 

fecal-oral de oocistos por contato direto com pessoa-pessoa ou animal-pessoa, e 

indiretamente pela ingestão de alimento e água contaminados (OVERGAAUW et al., 

2009; BOWMAN & LUCIO-FORSTER, 2010.; XIAO, 2010). Ocorre, também, a 

possiblidade de infecção por meio do ar contaminado por oocistos ou mesmo 

durante a relação sexual (FAYER et al., 2000). 

Alguns surtos de criptosporidiose já foram relatados em humanos, que haviam 

trabalhado diretamente com animais infectados, como veterinários e tratadores e 

profissionais da área de saúde como, médicos, enfermeiros e laboratoristas 

expostos a materiais contaminados (MORGAN et al.,1997; RUSH et al.,1990). 
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3.6 Patologia  

O potencial infeccioso de Cryptosporidium spp. está correlacionado às 

características como: o seu tamanho reduzido (4 µm- 6 µm) , baixa velocidade de 

sedimentação dos oocistos na água, baixa dose infectante (menos de 10 oocistos) e 

por serem eliminados já em sua forma infectante (DILLINGHAMA et al., 2002; XIAO 

et al., 2004). 

As manifestações clínicas, por este patógeno dependem da espécie isolada, 

idade e estado imunológico do hospedeiro. A intensidade dos sinais clínicos varia 

desde a forma subclínica até a forma grave (DUBEY et al.,1990). 

A diarreia ocorre devido às alterações da mucosa intestinal, que é provocada 

pela diminuição da superfície absortiva, devido à atrofia e fusão das microvilosidades 

(ABREU, 2001). A infecção severa por este patógeno pode levar de quatro a seis 

semanas para uma completa recuperação. Outros agentes patógenos como Giardia 

Lamblia, Escherichia coli e rotavírus podem acometer os animais jovens, 

contribuindo para severidade da infecção do Criptosporidium spp. (RALSTON et al., 

2003). 

Em indivíduos imunocompetentes, criptosporidiose pode manifestar-se na forma 

subclínica ou na forma de uma diarreia autolimitada, ocorrendo de cinco a dez dias 

(ISAACS et al.,1985). Já em indivíduos imunocomprometidos, o quadro clínico de 

diarreia é caracterizado por fezes aquosas, frequentes e volumosas, seguidas de dor 

abdominal, cólica, náuseas e vômitos, anorexia, podendo ocorrer febre e grande 

perda de peso. Em quadros mais graves, podem levar a óbito, devido à má-absorção 

intestinal e a desnutrição (PITLIK et al.,1983; MULLER et al., 1993). 

 

3.7 Diagnóstico 

Os métodos tradicionalmente mais utilizados para o diagnóstico deste protozoário 

consistem na detecção direta do parasito por meio de microscopia óptica (FALL et 

al.,2003).  

Inúmeros métodos de concentração podem ser usados com os objetivos de 

aumentar a sensibilidade do exame e de diminuir os artefatos fecais (De CARLI, 

1994). Como o método de centrífugo-flutuação em solução de sulfato de zinco 

(técnica de Faust), Sheather com centrífugo-flutuação em sacarose e o método de 

centrífugo-sedimentação pelo formaldeído-éter (técnica de Ritchie modificada). 
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As técnicas colorimétricas para detecção de oocistos de Cryptospordium spp. 

mais empregadas são: Kinyoun, Ziehl-Neelsen, os quais podem ser feitos após a 

fixação de esfregaços de fezes frescas ou preservadas (De CARLI,1994). E 

safranina de azul de metileno, considerada rápida, simples e eficaz para a detecção 

de oocistos (BAXBY et al.,1984). 

Os diagnósticos desse gênero baseado em métodos morfométricos acabam 

sendo pouco confiáveis (PÉREZ-CORDON et al., 2005). O método de Reação de 

Cadeia de Polimerase (PCR) é mais sensível e específico podendo ser feito 

diagnóstico em amostras com baixa concentração de oocistos (MORGAN & 

THOMPSON, 1998). 

 

3.8Tratamento 

Segundo Schnyder et al. (2009), mais de duzentas substancias terapêuticas têm 

sido testadas para o controle de Cryptosporidium spp. Algumas drogas testadas 

como a halofuginona e decoquinato causaram efeitos positivos em estudos 

realizados com bezerros. 

A halofuginona reduziu a excreção de oocistos e o decoquinato aumentou a 

média de ganho de peso diário de bezerrros (SCHNYDER et al.,2009).  

Em animais já foram testadas inúmeras drogas terapêuticas porém sem sucesso 

(AMARANTE, 1992). Não existe tratamento eficaz contra a criptosporidiose. Em 

indivíduos imunocomprometidos é necessária à hidratação intensa seguida de 

medicação, e para indivíduos imunocompetentes não é necessário um tratamento 

especifico (ASHBOLT, 2004). 

 

3.9 Prevenção e controle 

A adoção de medidas de controle e prevenção ajudam a reduzir a incidência e 

gravidade de diarreia neonatal em bezerro. Bem como a redução do número de 

animais no mesmo local, evitando aglomerações, higiene local, isolamento de 

animais doentes, utilização de espaços limpos e secos, são fatores que diminuem a 

ocorrência da doença (BARRINGTON et al.,2002). É recomendado, também, 

controlar a veiculação hídrica do Cryptosporidium spp., impedindo que fezes de 

animais cheguem a rios e mananciais (KANJO et al.,2000). 
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3.10 Importância em Saúde Pública 

Infecções em seres humanos por Cryptosporidium spp. ocorrem tanto em 

populações  na área urbana quanto na área rural (MEINHARDT et al.,1996). O 

bezerro tem um papel importante na criptosporidiose humana, onde a infecção tem 

incidência de aumento devido ao manejo inadequado do rebanho (HUNTLER et 

al.,2004). Sendo que as espécies mais frequentes em humanos são C. parvum e C. 

hominis (SMITH et al., 2006). 

A ocorrência dessas espécies em humanos varia de acordo com áreas 

geográficas e condições socioeconômicas. Em países europeus e na Nova Zelândia, 

C. hominis e C. parvum são comumente detectados em humanos (SNEL et al., 2009; 

RYAN et al.,  2014). Anteriormente, acreditava-se que no Reino Unido a principal 

espécie responsável pela criptosporidiose humana era o C. parvum, mas na década 

de 2000 descobriu-se que 50,3% dos casos eram associados a C. hominis e 45,6% 

a C. parvum. Outros estudos conduzidos na Austrália, Canadá, Europa, Estados 

Unidos e Japão também mostraram maior prevalência de C. hominis (XIAO & 

FAYER, 2008; RYAN et al., 2014). 

 Há diferença, também, na distribuição geográfica de C. parvum e C. hominis 

dentro de um mesmo país. Nos Estados Unidos, Reino Unido e Nova Zelândia C. 

parvum é mais comumente encontrado em áreas rurais e C. hominis em áreas 

urbanas (XIAO & FAYER, 2008; RYAN et al., 2014). Esta diferença na distribuição é 

provavelmente devida às diferentes fontes e rotas de transmissão (RYAN et al., 

2014), apoiando a probabilidade de criptosporidiose zoonótica (XIAO & FAYER, 

2008). 

 C. parvum pode apresentar dois tipos de genótipos, como agentes etiológicos de 

diarreia em humanos. O genótipo I, infectando somente humanos e o genótipo II 

infectando humanos e bovinos (PIENIAZEK et al., 1999, SULAIMAN et al., 1998). 

Entre os humanos há dois tipos de transmissão: a antrozooponótica, que envolve 

principalmente C. hominis e ocorre mais frequentemente em áreas urbanas, devido à 

densidade populacional, e contato pessoa-a-pessoa (LAKE et al., 2007). E a 

transmissão zoonótica, mais frequente com C. parvum, e associado principalmente 

aos ruminantes, em sua maioria em áreas rurais (MORGAN et al., 1999). 
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3.11 Infecção em bovinos 

Bezerros são mais suscetíveis a infecção por Criptosporidium spp., já os adultos 

são considerados fontes de infecção para o ambiente e para rebanho, normalmente 

sendo portadores assintomáticos (O‟DONOGHUE, 1995). 

As principais espécies que infectam bovinos são: C. andersoni, C. bovis, C. 

parvum, C. ryanae ou/e C. genótipo deer-like. 

 C. andersoni colonizam as glândulas gástricas do abomaso (SANTIN et 

al.,2004). Segundo KVÁC et al. (2008), essa espécie acomete bezerros com idade 

superior a quatro semanas, e também podem acometer animais imunodeprimidos no 

período pós-desmame e bovinos adultos. Geralmente os animais acometidos não 

apresentam diarreia ou sinais clínicos visíveis.  

 C. bovis ocorre, principalmente, em animais com três meses a dois anos de 

idade (FAYER et al.,2006). 

Uma nova espécie de Cryptosporidium spp. em bovinos foi diagnosticada e 

denominada como Cryptosporidium genótipo deer-like e depois nomeado de C. 

ryanae. Esta espécie é semelhante morfologicamente a C. bovis e C. parvum, 

diferenciando apenas nos tamanhos de seus oocistos (FAYER, 2008). 

 C. hominis foi identificado em bovinos na Escócia, Coréia e índia (FENG et 

al.,2007; PARK et al., 2006; SMITH et al., 2005). 

Bezerros lactentes são infectados por C. parvum, e são considerados como 

reservatórios desta espécie, o qual apresenta um alto potencial zoonótico (FEITOSA 

et al., 2004; CARDOSO et al., 2008). 

No Brasil, tem sido relatada a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. nas 

fezes de bovinos nos Estados de São Paulo e Rio de Janeiro (ALMEIDA et al., 2008; 

CARDOSO et al., 2008).  

Bezerros de aptidão leiteira que são criados de forma extensiva são raramente 

acometidos, já os que são mantidos em confinamento estão mais predispostos à 

infecção por C. parvum (MARTINS-VIEIRA et al., 2009). 

Segundo Sanford & Josephson (1982), em bezerros recém-nascidos com diarreia 

pode-se verificar um grande número de estágios evolutivos para Cryptosporidium 

spp. em enterócitos do jejuno e íleo. 

Os principais sinais clínicos observados em bovinos caracterizam-se por apatia, 

desidratação, anorexia e diarreia profusa (ENEMARK et al., 2003). A duração dos 

sintomas dependem de inúmeros fatores, como a contaminação ambiental, 
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virulência, infectividade da amostra, suscetibilidade do hospedeiro e idade da primo-

infecção (LORENZO et al.,1995) 

Graaf et al. (1999) descrevem C. parvum como o principal patógeno causador de 

diarreia em bezerros, resultando em perdas econômicas aos produtores (HARP et 

al.,1998). A mortalidade de bovinos por Criptosporidium spp. geralmente é baixa, 

podendo ser elevada quando associada a outros patógenos (CHERMETTE & 

BOUFASSA-OUZROUT, 1988). 
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Detecção de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de 

bezerros leiteiros: comparação entre métodos de colorações e 

imunofluorescência indireta 

 

Detection of oocysts of Cryptosporidium spp. in fecal samples of dairy calves: 
comparison between staining methods and indirect immunofluorescence 

Bruna Baccega1, Juliana Montelli Fenalti, Andrios da Silva Moreira1, Cibele Velleda 

dos Santos1, Daniela Isabel Brayer Pereira, Eliza Simone Viegas Sallis2 

1Laboratório de Parasitologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Prédio 18, 

Sala 14. UFPel- Campus Universitário Capão do Leão, s/nº. Pelotas, RS, Brasil. 
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RESUMO- Criptosporidiose é uma doença entérica grave, responsável por causar 

grandes impactos econômicos, ocasionando manifestações clínicas variadas e 

eventual mortalidade, principalmente em animais jovens. Este estudo objetivou 

comparar técnicas de coloração para a detecção de oocistos Cryptosporidium spp. 

em fezes de bezerros leiteiros, provenientes dos 22 municípios da Região Sul do Rio 

Grande do Sul. Amostras fecais foram colhidas diretamente do reto de 359 bezerros 

de diferentes raças, machos e fêmeas, com até doze meses de idade. Oocistos de 

Cryptosporidium spp. foram observados por meio dos métodos colorimétricos de 

Auramina, Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen, os materiais corados foram 

visualizados na microscopia óptica. Oocistos de Cryptosporidium spp. foram 

observados em 6,69% (24/359) das amostras analisadas. Dentre as 68 propriedades 

analisadas, em 24 delas foram encontrados oocistos de Cryptosporidium spp., 

correspondendo a 35,29%. Através dos resultados obtidos, pode-se concluir que a 

infecção por Cryptosporidium spp. está presente em rebanhos bovinos de diferentes 

municípios da região Sul, podendo esta espécie animal, atuar como uma importante 

fonte de infecção do subtipo zoonótico de Cryptosporidium spp. para outras espécies 

animais, em especial para o ser humano. 

 
Palavras-Chave: Criptosporidiose, Zoonose, Métodos colorimétricos, fezes, bovinos 
leiteiros, diarreia, diagnóstico. 
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ABSTRACT- Cryptosporidiosis is a serious enteric disease, responsible for causing 

great economic impacts, causing various clinical manifestations and eventual 

mortality, especially in young animals. This study aimed to compare staining 

techniques for the detection of oocysts Cryptosporidium spp. in feces of dairy calves, 

from the 22 cities of the Southern Region of Rio Grande do Sul. Fecal samples were 

collected directly from the rectum of 359 calves of different breeds, male and female, 

up to twelve months old. Oocysts of Cryptosporidium spp. were observed using the 

colorimetric methods of Auramine, Kinyoun, Safranine and Ziehl-Neelsen, the stained 

materials were visualized by light microscopy. Oocysts of Cryptosporidium spp. were 

observed in 6.69% (24/359) of the analyzed samples. Among the 68 analyzed 

properties, in 24 of them were found oocysts of Cryptosporidium spp., corresponding 

to 35.29%. Through the obtained results, it can be concluded that the infection by 

Cryptosporidium spp. is present in bovine herds of different cities of the South region, 

and this animal species can act as an important source of infection of the zoonotic 

subtype of Cryptosporidium spp. for other animal species, in particular for humans 

 

 

Key words: Cryptosporidiosis, Zoonosis, Colorimetric methods, feces, dairy cattle, 

diarrhea, diagnosis. 

INTRODUÇÃO 

Protozoários do gênero Cryptosporidium spp. são reconhecidos causadores da 

condição denominada criptosporidiose, classificada como doença emergente e re-

emergente, responsável por causar diarreia em vertebrados, incluindo  bovinos e o 

homem (FAYER, 2008; YODER et al., 2012; ROBERTSON & CHALMERS, 2013).   

Criptosporidiose em bovinos foi relatada pela primeira vez no ano de 1971, em 

animais com quadro de diarreia crônica em bezerros (PANCIERA, 1971). Desde 

então, a doença tem sido descrita em bovinos em todo o mundo, sendo 

diagnosticada tanto em rebanhos de bovinos de corte, como de aptidão leiteira 

(MEIRELES et al., 2011; NAZELHOSSEINI-MOJARAD et al., 2011). Em bovinos, os 

bezerros neonatos são mais susceptíveis à infecção clínica, cursando com diarreia 

intensa, elevada morbidade e até a morte (CHAKO et al., 2010). Os animais adultos 

podem ou não apresentar sinais clínicos, são considerados fontes de infecção para 
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o ambiente e para o rebanho bovino, sendo geralmente portadores assintomáticos 

(KHAN et al., 2010; DAS et al., 2011).  

Os protozoários do gênero Cryptosporidium spp. são considerados zoonóticos, 

responsáveis pelo acometimento gastrointestinal. Os sinais clínicos  e a sua 

gravidade geralmente estão associados à cepa de Cryptosporidium spp. e ao estado 

imunológico do hospedeiro (BROGLIA et al., 2008; XIAO, 2010).  

A infecção dos hospedeiros ocorre pela ingestão de oocistos, que são 

eliminados juntamente com as fezes de portadores, na forma infectante. Os oocistos 

são resistentes às condições ambientais podendo permanecer infectantes por 

longos períodos (GRACZYK et al., 2008; THOMPSON et al., 2008). A transmissão 

geralmente está associada ao contato com animais e/ou através da contaminação 

alimentar ou hídrica (CHALMERS et al., 2011; RYAN et al., 2014).  

Vários métodos foram desenvolvidos para o diagnóstico de criptosporidiose, 

sendo que os mais tradicionalmente utilizados consistem na detecção direta do 

parasito por observação microscópica (FALL et al., 2003). As técnicas colorimétricas 

para detecção de oocistos de Cryptospordium spp. comumente empregadas são 

Kinyoun e Ziehl-Neelsen, as quais podem ser feitas após a fixação de esfregaços de 

fezes frescas ou preservadas (De CARLI,1994). Além dessas, a coloração 

empregando Safranina de azul de metileno é considerada rápida, simples e eficaz 

para a detecção de oocistos (BAXBY et al.,1984). No entanto essas técnicas podem 

apresentar baixa sensibilidade e resultados falso-positivos. A imunofluorescência 

indireta (IFI) tem mostrado maior sensibilidade e especificidade do que os métodos 

convencionais na detecção de oocistos de Cryptosporidium spp. (XIÃO & HERD 

1993). 

Pesquisadores têm relatado em seus estudos a ocorrência de divergências 

entre a eficiência dos diferentes métodos coproparasitológicos para a detecção de 

oocistos Cryptosporidium spp. (FEITOSA et al., 2004). 

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar os resultados obtidos pelos 

métodos colorimétricos em esfregaço de fezes, corados pelas técnicas de Kinyoun, 

Safranina e Ziehl-Neelsen e pela IFI para detecção de oocistos de Cryptosporidium 

spp. em amostras fecais de bezerros leiteiros da região sul do RS.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 Para a análise comparativa entre os diferentes métodos de coloração foram 

coletadas amostras fecais de 359 bezerros com até um ano de idade, de 68 

propriedades leiteiras da região sul do Rio Grande do Sul. Com auxílio de uma luva 

de palpação retal as fezes foram colhidas diretamente da ampola retal dos animais, 

devidamente contidos, acondicionadas em sacos plásticos, identificadas e mantidas 

sob refrigeração até seu processamento. 

As fezes foram classificadas de acordo com Silverlas et al., (2009), em 

consistência firme ou pastosas, não diarreicas e, líquidas ou semi-líquidas como 

diarreicas. As amostras foram processadas no Laboratório de Parasitologia da 

Universidade Federal de Pelotas, através dos quatro métodos de coloração. Os 

métodos utilizados seguiram o protocolo estabelecido, de acordo as orientações 

estabelecidas por Rey (1991). Método de Ritchie (1948) modificado por Young 

(1979), baseado na concentração por sistema de centrifugo sedimentação em 

Acetato de Etila.  

Das amostras coletadas foram pesadas quatro gramas de fezes, transferindo-

as para um becker, acrescentando-se 10 ml de água destilada. Após 

homogeneização, o material foi filtrado em gaze dobrada quatro vezes e transferido 

para tubos de ensaio e centrifugados a 300 rpm por três minutos. Este procedimento 

foi repetido de três a quatro vezes, até a limpeza das amostras. Descartou-se o 

sobrenadante e adicionou- se dois ml solução de formol a 10% e três ml de acetato 

de etila. Para a análise desse material, centrifugaram-se as amostras formolizadas 

por 10 minutos a 300rpm, descartando-se o sobrenadante. O sedimento obtido foi 

utilizado para a confecção dos esfregaços. 

De cada sedimento obtido nesse procedimento, foram confeccionadas três 

lâminas para cada método, através de esfregaços fecais, e coradas pelas técnicas 

de coloração de Auramina “O” Fenicada (HENDERSON et al.,1942), Kinyon 

(MOURA & OLIVEIRA, 1985), Ziehl-Neelsen (GARCIA et al.,1983) e Safranina 

(BAXBY et al., 1983). As três lâminas confeccionadas foram observadas no 

microscópio óptico, com exceção das destinadas a técnica de coloração por 

Auramina „„O‟‟ Fenicada, que foram visualizadas no microscópio de fluorescência.  

Para a confirmação das amostras, foi utilizado um microscópio com ocular 

contendo régua de medição. Todas as técnicas foram previamente testadas em 
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amostras positivas. Para a realização dos métodos, sempre utilizou-se um controle 

positivo.  

A associação dos resultados dos exames coproparasitológicos com as 

variáveis de sensibilidade das técnicas foram analisadas pelo programa EPI INFO 

(Versão 7.1 Center for Disease Control, Atlanta, USA) utilizando o teste de qui-

quadrado (χ2). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética no uso de Animais 

da Universidade Federal de Pelotas, em 06/06/2016, sob o protocolo 

23110.001818/2016-73. 

 
RESULTADOS 

De um total de 359 amostras fecais incluídas no estudo, 24 (6,69%) 

apresentaram positividade para oocistos de Cryptosporidium spp., nos quatro 

métodos colorimétricos utilizados. O procedimento de Auramina permitiu uma maior 

observação de oocistos em 10,61% dos casos (n=38), seguido do método de 

coloração de Safranina, com 6,69% (n=25) e para os métodos de Kinyoun e Ziehl-

Neelsen 6,69% (n=24). Nos quatro métodos utilizados foi identificado os 335 casos 

negativos (Tabela 1).  

 
Tabela 1- Comparação entre os métodos colorimétricos para detecção de Cryptosporidium spp. em 
amostras fecais. 

Métodos N(%)  
 NEG POS 

AURAMINA 321(89,39) 38(10,61) 
   
KINYOUN 335(93,31) 24(6,69) 
   
SAFRANINA 334(93,04) 25(6,69) 
   
Z-N 335(93,31) 24(6,69) 

 

Quando considerada a comparação das técnicas para a detecção de oocistos 

presentes nas preparações submetidas ao processo de centrífugo-sedimentação, 

foram detectados oocistos em 38 esfregaços submetidos à coloração de Auramina. 

As colorações de Kinyoun e Ziehl-Neelsen, permitiram a detecção de 24 

amostras positivas para oocistos de Cryptosporidium spp., enquanto o método de 

Safranina, detectou 25 amostras positivas.  

DISCUSSÃO 

No presente trabalho, das 68 propriedades leiteiras que foram coletadas 

amostras fecais de bezerros para o diagnóstico de oocistos de Cryptosporidium spp.,  



31 

 

em 24 dessas propriedades (35,29%) haviam bezerros positivos para o agente, o 

que  corrobora com os achados por outros autores, em que a positividade nas 

propriedades para este patógeno, variou de 10 a 100% (GARCIA & LIMA 1994; 

NETA et al., 2010) e de 6,67 a 71,4% (VENTURINI et al., 2006). 

Dentre as técnicas utilizadas, o método de imunofluorescência indireta com a 

coloração de Auramina, mostrou-se mais sensível para a detecção de oocistos de 

Cryptosporidium spp. nas amostras de fezes de bezerros.  

No presente estudo a prevalência de Cryptosporidium spp. por esta técnica, 

foi de (6,69%), dados similares aos observados nos estados de São Paulo com 

9,43% de prevalência (RIBEIRO et al, 2000), no Paraná com 8,3% de prevalência 

(MACEDO, 2014) e em Minas Gerais com 9,2% (LANGONI et al. 2004) em bovinos 

com aptidão leiteira.  

Neste trabalho, esta técnica propiciou uma melhor visualização dos oocistos 

que apresentavam diferentes tonalidades de amarelo a esverdeado brilhante em 

microscópio fluorescente, considerando-se uma técnica de eleição para ser utilizada 

em laboratórios para triagem de amostras, como mencionado por Quadros & Araújo 

(2003). Segundo esses autores o método de coloração de Auramina permite rastrear 

a lâmina com objetiva de 40x, possibilitando uma visualização mais rápida em todos 

os campos. Por outro lado, esse método não deve ser utilizado sozinho para o 

diagnóstico de criptosporidiose, por apresentar um número elevado de amostras 

fecais falso-positivas (QUADROS & ARAÚJO, 2003). Como observado no presente 

estudo, em que das 38 amostras fecais positivas para o patógeno pela Auramina, 14 

amostras foram positivas somente nesse método, sendo que nas outras técnicas de 

coloração o resultado dessas amostras foi negativo.  

Métodos colorimétricos (Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen) são adequados 

para detectar oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais, por  

apresentarem relativa facilidade no preparo das soluções. Além de exigir apenas 

equipamentos já existentes na maioria dos laboratórios que realizam o diagnóstico 

de doenças infecciosas e parasitárias. Entretanto, o preparo do esfregaço e a 

coloração requer muitas etapas e muito tempo, o que dificulta sua utilização em 

larga escala. Ainda, a sensibilidade dos métodos pode ser diminuída em amostras 

contaminadas com grande quantidade de leveduras ou baixa concentração de 

oocistos nas fezes.  Por isso, para a correta identificação dos oocistos ao 

microscópio, é necessário treinamento e experiência do observador (KEHL et al., 
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1995; IGNATUS et al., 1997; FAYER et al., 2000). No presente trabalho, nos 

métodos de Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen, houve uma melhor visualização dos 

oocistos que apresentavam diferentes tonalidades de róseo-avermelhado e os 

esporozoítos foram facilmente observados na maioria dos oocistos presentes. Essas 

técnicas mostraram-se eficazes para o diagnóstico de criptosporidiose; porém, 

evidenciou-se a necessidade da utilização simultânea de pelo menos duas técnicas, 

conforme descrito por outros autores (NETA et al., 2010).  

Corroborando com nossos resultados, diversos estudos têm demonstrado a 

utilização de métodos de coloração na detecção de Cryptosporidium spp. como no 

estudo de Martinez et al. (2001), frente a tais dificuldades, realizaram modificações 

na coloração de contraste do método de Kinyoun, a fim de facilitar a visualização dos 

oocistos. Os mesmos autores, todavia, descrevem que, em amostras com pouca 

quantidade de oocistos, tais modificações não melhoraram a sensibilidade e 

especificidade do método. 

Com relação ao método de Auramina, apresenta maior afinidade para os 

oocistos de Cryptosporidium spp., do que os que utilizam  fucsina de Ziehl-Neelsen, 

demonstrando ser esse método mais vantajoso quando comparado com o de Ziehl-

Neelsen. E, também, a sua leitura é mais rápida. Sendo, portanto, a técnica de 

eleição para ser utilizada num grande número de amostras ou para estudos 

epidemiológicos. Isto é corroborado pelo estudo por Diaz-Lee et al (2015). 

Mundin et al. (1995) analisando 112 fezes de bezerros provenientes do 

município de Uberlandia-MG, compararam quatro métodos laboratoriais para a 

identificação de oocistos de Cryptosporidium spp. Método de Sheather (18,18%), 

método de Ziehl-Neelsen (30,12%), Safranina azul de metileno (28,12%) e Kinyoun 

(27,14%), observaram resultados similares na detecção de oocistos deste 

protozoário.No presente estudo, baseado no número de amostras, os resultados 

foram similares. 

 A prevalência observada por Cunha et al. (2002) para o diagnóstico de 

Cryptosporidium spp. pelo método de Ziehl-Neelsen foi de 9,3% e para PCR 10,12%; 

mostrando que estes resultados foram similares com os apresentados neste estudo, 

não ocorrendo diferença significativa entres as técnicas utilizadas. 

Vários métodos de detecção de oocistos de Cryptosporidium em fezes têm 

sido utilizados por pesquisadores. O método Ziehl-Neelsen, baseado no 

reconhecimento da morfologia específica do parasito pela microscopia de luz 
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(ARROWOOD, 1997) e a Polymerase Chain Reaction (PCR), técnica fundamentada 

na extração e amplificação do material genético do parasito são alguns exemplos, 

entretanto, BROOK et al. (2008) afirmam que nenhuma técnica é 100% sensível e 

específica (TAYLOR & WEBSTER, 1998). 

Sobre as vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas, deve-se 

mencionar que a principal vantagem de Ziehl-Neelsen, Kinyoun e Safranina como 

técnicas de diagnóstico é o seu baixo custo, visto que as lâminas coradas por estes 

reagentes podem ser armazenados por muito tempo, ao contrário da IFI , em que a 

duração da coloração, dura em torno de 72 horas (BROOK et al., 2008). Como 

desvantagem dessas três colorações, é o maior tempo que se utiliza para visualizar 

uma lâmina no microscópio ótico (MUÑOZ et al., 2011).  

Vale ressaltar que para o método de Auramina é necessário a utilização de 

um microscópio de fluorescência, o que nem sempre está disponível em laboratórios 

e, também, a fluorescência de fundo da amostra pode representar um problema de 

leitura em esfregaços corados com essa coloração se o espécime tem uma grande 

quantidade de detritos fecais (BROOK et al., 2008), no presente estudo, não foram 

encontradas tais dificuldades, para a realização das colorações, bem como, a leitura 

das lâminas, para o diagnóstico de criptosporidiose. 

 

CONCLUSÕES 

O método de coloração de Auramina “O” Fenicada demonstrou ser um bom 

método para triagem de amostras positivas, o que facilitou a detecção dos oocistos 

que se apresentam fluorescentes quando observados ao microscópio de 

imunofluorescência, seguido pelos outros métodos de colorações para a 

confirmação da positividade da amostra.  

Os métodos utilizados apresentaram excelente sensibilidade na detecção de 

oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes de bezerros. Os testes de 

Kinyoun, Safranina e Ziehl-Neelsen devido sua precisão e baixo custo, pode ser o 

método de escolha na rotina clínica para o diagnóstico de criptosporidiose. 
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Ocorrência de oocistos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bezerros no Sul do 
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Bruna Baccega2, Juliana M. Fenalti3, Andrios da S. Moreira3, Cibele V. dos Santos3, 
Andreia Saggin Nagel3, Daniela I. B. Pereira4, Eliza Simone V. Sallis5** 

 

ABSTRACT.- Baccega B., Fenalti J.M., Moreira A. da S., Santos C.V. dos, Nagel A.S., 
Pereira D.I.B. & Sallis E.S.V. 2017. [Occurrence of oocysts of Cryptosporidium spp. In 
faecal samples of calves in the South of Rio Grande do Sul]. Detecção de oocistos de 
Cryptosporidium spp. em bezerros da Região Sul, do Rio Grande do Sul. Pesquisa 
Veterinária Brasileira 00(0):000-000. Laboratório Regional de Diagnóstico, Faculdade de 
Veterinária, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitário s/n, Pelotas, RS 96010-
900, Brazil. E-mail: esvsallis@yahoo.com.br 
 
Cryptosporidium spp. is an emerging parasite in Brazil and in the world, classified as one of 
the main causes of diarrhea in animals and man. The importance of this protozoan is mainly 
due to the fact that it has a wide variety of hosts, and present zoonotic potential. The oocysts 
of Cryptosporidium spp. are excreted in the feces infectively, and have high environmental 
resistance. This high environmental resistance allows the contamination of food, water and 
soil and contamination through ingestion allows the occurrence of large-scale outbreaks, 
which result in economic losses. The laboratory diagnosis is made from the detection of 
oocysts by coproparasitological methods. The present study aims to establish the occurrence 
of Cryptosporidium spp. in calves of the Southern Region of the State of Rio Grande do Sul. 
Fecal samples were collected directly from the rectal ampule of calves up to 1 year of age, at 
the end of the study, totaling 359 samples. The faeces were processed by the modified 
Ritchie's method for sedimentation of the samples and fluorescence staining of Auramin "O" 
Fenicada, Kynioun, Safranine and Ziehl-Neelsen. Afterwards they were analyzed in a 
fluorescence microscope and optical microscope for oocysts. The results showed the 
presence of Cryptosporidum spp. in 6.69% (24) of the samples. 

INDEX TERMS: Cryptosporidiosis, bovine, coccidia, epidemiology, zoonosis. 
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2Departamento de Parasitologia, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitário s/n, 
Pelotas, RS 96010-900,Brasil. Pesquisa de mestrado com apoio CAPES, CNPq (proc. 
150246/2014-5). 
3Departamento de Parasitologia, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitário s/n, 
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RESUMO.- Cryptosporidium spp. é um parasito emergente no Brasil e no mundo, 
classificado como uma das principais causas de diarreia em animais e no homem. A 
importância deste protozoário deve-se principalmente ao fato de possuir uma ampla 
variedade de hospedeiros, e possuir potencial zoonótico. Os oocistos de Cryptosporidium 
spp. são eliminados nas fezes de forma infectante, e possui alta resistência ambiental. Esta 
alta resistência ambiental viabiliza a contaminação de alimentos, águas e solo, a 
contaminação através da ingestão possibilita a ocorrência de surtos em alta escala, que 
resultam em prejuízos econômicos. O diagnóstico laboratorial é realizado a partir da 
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detecção de oocistos por meio de métodos coproparasitológicos. O presente estudo tem 
como objetivo estabelecer a ocorrência de Cryptosporidium spp. em bezerros da Região Sul 
do Estado do Rio Grande do Sul. As amostras fecais foram coletadas diretamente da 
ampola retal de bezerros com até 1 ano de idade, ao final do estudo totalizaram 359 
amostras. As fezes foram processadas por meio do método de Ritchie modificado para a 
sedimentação das amostras e colorações de fluorescência de Auramina “O” Fenicada, 
Kynioun, Safranina e Ziehl-Neelsen. Posteriormente foram analisadas em microscópio de 
fluorescência e microscópio óptico para a pesquisa de oocistos. Os resultados encontrados 
revelaram a presença de Cryptosporidum spp. em 6,69% (24) das amostras.  
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: criptosporidiose, bovinos, coccídeos, epidemiologia, zoonose. 
 

INTRODUÇÃO 
O protozoário Cryptosporidium spp. é um parasito obrigatório, intracelular, que causa 

diarreia, principalmente em indivíduos imunossuprimidos (FAYER et al.,2000). A 
criptosporidiose, zoonose com ampla distribuição geográfica, vem sendo estudada, 
particularmente devido a sua importância em saúde pública, sendo descrita em 95 países 
(FAYER et al.,1998). Mais de 40 espécies foram descritas em animais e no homem. Estas, 
diversas espécies, completam seu ciclo de vida no epitélio do trato gastrointestinal e/ou 
respiratório (ONGERTH & STIBBS, 1989).  

A criptosporidiose bovina foi descrita pela primeira vez em 1971, em animais que 
apresentaram um quadro clínico de diarreia crônica (PANCIERA et al., 1971). Os bovinos 
podem ser infectados por quatro espécies de Cryptosporidium: C. parvum; C. andersoni 
(LINDSAY et al., 2000); C. bovis (FAYER et al., 2005) e C. genótipo deer-like (XIAO et al., 
2004; FAYER et al., 2006). Esta enfermidade é uma das causas mais comuns de diarreia 
em bezerros com até 30 dias de idade, chegando a totalizar 37,2% dos casos 
(BLANCHARD, 2012). A maior prevalência de infecção ocorre em bezerros de até duas 
semanas de idade sendo considerada como uma das principais causas da diarreia neonatal 
bovina (Al MAWLY et al., 2015). Pode causar sérios prejuízos econômicos, como retardo no 
crescimento, mortalidade e gastos com medicamentos (SANTIN et al. 2008). 

No homem, a transmissão ocorre de maneira fecal-oral, pessoa-pessoa e/ou animal-
pessoa, pela ingestão de oocistos que estão esporulados e infectantes quando são 
excretados pelo hospedeiro (FAYER et al.,1997). A criptosporidiose se caracteriza por 
diarreia, desidratação, má absorção e perda de peso (TZIPORI & WARD, 2002). Segundo 
Al-Braiken et al. (2003), infecções autolimitantes podem ocorrer em indivíduos 
imunocompetentes e em pacientes imunocomprometidos, podendo a doença evoluir para a 
forma crônica e até mesmo causar a morte dos pacientes (ABRAHAMSEN et al.,2004). 

O tamanho dos oocistos de Cryptosporidium spp. podem variar de 4 µm a 6 µm, tal 
fator dificulta o diagnóstico, sem uma técnica de coloração auxiliar (IRWIN, 2000). Diferente 
de outros gêneros como Toxoplasma, Isospora, Eimeria e Sarcocystis, cujos oocistos variam 
de 10 a 40μm, é difícil a identificação da espécie através do tamanho, formato ou estruturas 
internas, já que estas não são bem distinguíveis em microscópio óptico (FAYER et al., 2000; 
XIAO & FAYER, 2008; MEIRELES, 2010). Dessa forma, a coloração dos esfregaços de 
fezes permite um diagnóstico mais confiável, rápido e simples na detecção de oocistos em 
amostras fecais (ARROWOOD,1997). 

Alguns oocistos de espécies de Cryptosporidium spp., como o C. parvum, podem 
permanecer viáveis por seis meses ou mais quando as condições de umidade e temperatura 
(20°C) forem ideais (XIAO & FAYER, 2008). Em ambientes mais quentes (30°C), a 
viabilidade dos oocistos diminui para três meses. Entretanto, ficam inviabilizados pelo calor, 
visto que os oocistos em temperaturas acima de 71,7°C são destruídos. No entanto, por 
serem resistentes ao frio, podem sobreviver vários dias em temperaturas negativas até - 
10°C, e até oito horas a - 20°C (FAYER et al., 2000). Portanto, existem três importantes 
fatores, que contribuem para a infecção e manutenção do parasita: a grande quantidade de 
oocistos infectantes excretados no ambiente, a resistência ambiental e a alta infectibilidade 
de oocistos (RYAN et al., 2014). 
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No Brasil tem sido relatada a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. nas 
fezes de bovinos nos Estados de São Paulo e Rio de Janeiro (FEITOSA et al. 2004, 
ALMEIDA et al. 2008, CARDOSO et al. 2008). 

Dessa forma, o presente estudo objetivou determinar a ocorrência da infecção por 
protozoários do gênero Cryptosporidium spp. em bezerros no Sul do Rio Grande do Sul. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Foram coletadas 359 amostras fecais de bezerros com até um ano de idade, 
diretamente da ampola retal. Para a coleta foram visitadas 68 propriedades leiteiras de 22 
municípios da área de influência do Laboratório Regional de Diagnóstico (LRD) da 
Faculdade de Veterinária da Universidade Federal de Pelotas. As propriedades foram 
escolhidas aleatoriamente dentro de cada município e, coletou-se um número mínimo de 10 
amostras fecais/fazenda e uma amostra de fezes/animal.  

As amostras foram devidamente acondicionadas, identificadas e remetidas ao 
Laboratório de Parasitologia Médica e Veterinária da Universidade Federal de Pelotas. Para 
a sua conservação foram armazenadas em Solução de MIF, a uma temperatura de 2 a 8 ºC. 
Foi realizada a homogeneização das amostras seguindo por liquefação em água destilada 
estéril e esfregaço com duas gramas de fezes por amostra, segundo técnica descrita por 
Ritchie et al. (1948) modificado por Young (1979). As amostras foram fixadas em calor e 
submetidos ao método de Auramina “O” Fenicada (HENDERSON et al.,1942), coloração de 
Kinyon (MOURA & OLIVEIRA, 1985), Ziehl-Neelsen (GARCIA et al.,1983) e Safranina 
(BAXBY & BLUNDELL, 1983).   

Durante as coletas, o responsável da propriedade foi entrevistado com base nos 
aspectos epidemiológicos da enfermidade. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética 
no uso de Animais da Universidade Federal de Pelotas, em 06/06/2016, sob o protocolo 
23110.0011818/2016-73. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 Das 359 amostras fecais, foram identificados oocistos de Cryptosporidium spp. nas 
fezes de 24 bezerros leiteiros (6,69%), dos quais 13  animais (3,62%) apresentaram fezes 
diarreicas e 346 (96,38%), não diarreicas. A técnica de Auramina, embora tenha detectado 
um maior número de amostras positivas que as outras técnicas de colorações utilizadas, 
apresentou um maior número de falso-positivos, evidenciando-se a necessidade da 
utilização de mais de um método de detecção, para minimizar o risco de falso-negativos ou 
falso-positivos. Pelo método de coloração de Auramina 10,61% continham oocistos de 
Cryptosporidium spp. (Tabela 1), e para os outros métodos de colorações 6,69% 
apresentaram oocistos nas amostras analisadas (Tabela 1).  

Tabela 1-Ocorrência de oocistos de Cryptosporidium spp. em fezes de bezerros 

Métodos Com Diarreia Sem Diarreia Total p*  

Auramina 4(30,77%) 34(9,68%) 38(10,61%) 0,03  

Kinyoun 2(15,38%) 22 (6,36%) 24(6,69%) -  

Ziehl-Neelsen 2(15,38%) 324(93,64%) 24 (6,69% -  

Safranina 2(15,38%) 22 (6,36%) 24(6,69%) -  

Nas propriedades leiteiras estudadas, os animais, em sua maioria, são criados juntos 
em um local para bezerros (potreiro) 54,04,3% (n=194), seguido do método de criação 
individual com o uso de estacas 37,05% (n=133). Sistemas de criação que possibilita a 
contaminação do ambiente por patógenos específicos.  

No presente estudo a crisptosporidiose foi mais frequente em bezerros jovens, com 
média de idade de 168 dias (10,58%), mantidos em sistema de criação com o uso de 
estacas ou criados em um mesmo local com vários bezerros, dados similares aos descritos 
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por outros autores, como Maldonado-Camargo et al. (1998), Faubert e Litvinski (2000) e 
Silva Junior et al. (2011). Cabe salientar que a maioria dos animais positivos, para oocistos 
em amostras fecais, não apresentavam sinais clínicos de diarreia e desidratação. 

Evidenciou-se, também, que a agregação e a superlotação dos bezerros, sempre 
num mesmo local, foram os fatores determinantes para a contaminação do ambiente e a 
proliferação de micro-organismos, visto que a maioria dos animais eram criados em 
bezerreiros coletivos, nos seus primeiros meses. De acordo com Boufassa-Ouzrout et al. 
(1986), a transmissão da criptosporidiose é aumentada quando há contato direto de animais 
susceptíveis com infectados ou indiretamente pela exposição dos indivíduos susceptíveis a 
ambientes contaminados por Cryptosporidium spp. 

Com relação a prevalência de Cryptosporidium spp. em bovinos é bastante variada. 
Os índices variam de 0,6 a 82,54%, existindo relato de até 100,0% de acometimento dos 
animais (SOUZA et al., 1995; LIMA et al., 2013). Neste estudo, a prevalência encontrada em 
bovinos, independente da técnica utilizada, foi considerada baixa quando comparada com 
outros autores (Watanabe et al. 2005; Castro-Hermida et. al. 2007; Geurdin et. al. 2008; 
Ederli et al. 2004), provavelmente pelo número de amostras  analisadas. 
Das 359 amostras de fezes dos animais, foram visualizados oocistos de Cryptosporidium em 
24 (6,69%). Estes achados foram similares aos encontrados por Castro-Hermida et al. 
(2007) que analisou 379 amostras de bovinos com idades entre três e 14 anos, verificandoo 
32 (8,4%) amostras positivas para oocistos de Cryptosporidium spp. Estes achados foram 
inferiores aos encontrados por Almeida (2008) com 61%; e Venturini et al. (2006) com 
26,6%, sendo que estes autores avaliaram animais de faixas etárias com até um ano de 
idade, que representam uma categoria mais predisposta à infecção pelo Cryptosporidium 
spp. Estas diferenças de resultados podem ser devido as variações epidemiológicas, 
número de amostras por propriedade, metodologia de diagnóstico empregada, dificuldade 
no reconhecimento dos oocistos, o fator mais importante, no entanto, é o padrão de 
excreção dos oocistos de forma intermitente, que pode levar a subestimação dos dados, 
principalmente no final da infecção. Portanto, deve-se levar em consideração todos esses 
dados na comparação entre prevalências.  

Feitosa et al. (2004) avaliaram a prevalência de oocistos de Cryptosporidium parvum 
em amostras de fezes de 459 bezerros com até 30 dias de idade e em amostras de água e 
piso dos bezerreiros de 33 propriedades leiteiras na região de Araçatuba, no Estado de São 
Paulo. A maior porcentagem de excreção de oocistos foi verificada em bezerros com faixa 
etária entre oito e 14 dias de idade (14,5%) sendo, a menor taxa (6,4%), detectada no grupo 
de animais mais velhos (22 a 30 dias de idade). Em nosso estudo os resultados obtidos 
diferem deste estudo, provavelmente pela idade dos animais que variou de cinco a 365 dias, 
tornando a grande maioria dos bezerros menos favoráveis a infecção por este protozoário e, 
também, pelo número de amostras analisadas.  Quadros et al. (2000), que ao analisarem 
amostras fecais de bezerros de até três meses de idade, em Lages (SC), estimaram uma 
positividade de 17%, em 200 amostras analisadas. Estes achados foram superiores aos 
encontrados no presente estudo, possivelmente pela faixa etária dos bezerros analisados, 
pois são considerados uma categoria mais predisposta à infecção pelo Cryptosporidium spp.  

 
CONCLUSÕES 

A aglomeração de bezerros leiteiros e a contaminação ambiental, são os fatores 
determinantes para a instalação e ocorrência de criptosporidiose no rebanho. 

O elevado número de animais assintomáticos observado nas propriedades visitadas, 
permitiu demonstrar que é necessário alertar os criadores a respeito da criptosporidiose, 
para que possam adotar práticas de manejo com o objetivo de diminuir a contaminação 
ambiental, evitando com isso, perdas econômicas. 

Embora tenha sido observada uma baixa ocorrência do parasito nas amostras de 
fezes analisadas, o agente está presente no rebanho bovino leiteiro do sul do RS, podendo 
ocorrer infecção de animais susceptíveis, como bezerros neonatos e até riscos para a saúde 
pública, por ser uma doença considerada re-emergente. 
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6. Conclusões Gerais  
 

O método de Auramina, é uma técnica de escolha para estudos 

epidemiológicos e investigação de surtos de diarreia, em situações em que há 

necessidade de processar grande número de amostras, por ser rápido e eficaz. 

O método de coloração pelo Kinyoun, Ziehl-Neelsen e Safranina 

demonstraram ser um bom método para ser utilizado na rotina de diagnóstico para 

criptosporidiose, pois apresenta boa sensibilidade e baixo custo, apesar de suas 

limitações quanto ao tempo de execução da microscopia quando realizado em 

grande escala. 

Alerta-se para a presença de Cryptosporidium spp. em bovinos na região sul 

do RS, por ser considerada uma zoonose  e doença re-emergente, deve-se ter 

conhecimento e, ainda, diminuir o risco para a saúde pública.  
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Parasitology 
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Anexo B – Normas para submissão: Revista Pesquisa Veterinária Brasileira 
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Anexo C – Aprovação da Comissão de Ética em Experimentação Animal 

 

 


