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RESUMO 

 

A criptosporidiose é causada por espécies de protozoários do gênero Cryptosporidium, 

apresentando distribuição mundial, ocorrendo nos seres humanos e em várias espécies de 

animais domésticos e silvestres, possuindo importância em saúde pública e veterinária. O 

estudo teve como objetivo avaliar a ocorrência de Cryptosporidium spp. nos animais capturados 

no Campus Fiocruz da Mata Atlântica, situado em região de transição entre área de mata nativa 

e antropizada, com marcante interação entre seres humanos e animais domésticos e silvestres. 

Foram coletadas 55 amostras de fezes de animais, sendo 46 de cães domésticos (Canis lupus 

familiaris), cinco de gambás-de-orelha-preta (Didelphis aurita) e quatro pools de fezes de 

galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus). As amostras de cães domésticos e os pools de 

fezes de galinhas de capoeira foram analisadas por meio das técnicas ELISA e qPCR. Na técnica 

ELISA, a positividade foi de 6,52% (3/46) entre as amostras caninas e nenhum pool de fezes 

das galinhas de capoeira foi positiva. Na qPCR, 10,86%(5/46) das amostras caninas e 75%(3/4) 

dos polls de fezes de galinhas de capoeira apresentaram positividade. Enquanto que nas 

amostras de gambás analisadas pela qPCR apresentaram 80% (4/5) de positividade. Os 

resultados apresentados no presente estudo, demostraram a presença de Cryptosporidium spp. 

em fezes de animais domésticos e silvestres de área antropizada de Mata Atlântica e indica uma 

maior capacidade de detecção para pesquisa de Cryptosporidium spp. pela técnica qPCR, 

quando comparada a técnica ELISA.   

 

Palavras-chave: Animais Domésticos, Animais Selvagens, Mata Atlântica, Ensaio 

imunoenzimático, Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real, Cryptosporidium spp., 

Epidemiologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

  

ABSTRACT 

 

Cryptosporidiosis is caused by species of Cryptosporidium protozoa of the genus, with 

worldwide distribution, occurring in humans and several species of domestic and wild animals 

having importance for public and animal health. The study aimed to evaluate the occurrence of 

Cryptosporidium spp. of animals trapped in Campus Fiocruz Atlantic Forest, located in the 

transition region between area native and disturbed forest, with remarkable interaction between 

humans and domestic and wild animals. Fifty-five samples of animal feces were collected, forty 

six of domestic dogs (Canis lupus familiaris), five possum-eared black (Didelphis aurita) and 

four pools of feces from poultry chickens (Gallus gallus domesticus). Samples of domestic dogs 

and pools of farmyard chickens feces were analyzed by means of ELISA and qPCR techniques. 

In ELISA, the positivity was 6.52% (3/46) of the canine samples and no pool of feces of poultry 

chickens was positive. In qPCR, 10.86% (5/46) of the canine samples and 75% (3/4) of polls 

of farmyard chickens feces were positive. While in opossums samples analyzed by qPCR 

showed 80% (4/5) of positivity. The results presented in this study demonstrated the presence 

of Cryptosporidium spp. in domestic and wild animal feces of disturbed areas of the Atlantic 

Forest and indicates a greater detection capability for Cryptosporidium spp. research by qPCR 

technique compared to ELISA. 

 

 

Keywords: Domestic Animals, Wildlife, Atlantic Forest, Enzyme Immunoassay, Real Time 

Reaction Polymerase Chain, Cryptosporidium spp., Epidemiology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Cryptosporidium é um protozoário causador da criptosporidiose em seres humanos e 

animais, doença emergente considerada uma das principais causas de gastroenterite 

mundialmente e um grave problema de saúde pública em crianças e indivíduos 

imunodeficientes, principalmente portadores do Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) / 

Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA). A criptosporidiose pode causar desnutrição 

e em longo prazo o comprometimento da aptidão física e cognitiva em crianças menores de 

cinco anos de idade, bem como o aumento do risco de mortalidade em indivíduos 

imunodeficientes.  

O agente é um parasito intracelular obrigatório, passando por desenvolvimento em um 

vacúolo parasitóforo e evoluindo para encistamento, fase de formação dos oocistos, o estágio 

infectante e de resistência do parasito (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000). 

Transmitido por via feco-oral, normalmente por meio da ingestão de qualquer material 

contaminado com fezes, contendo a  forma infectante em concentração suficiente para que 

cause infecção num hospedeiro susceptível. Por meio do contato pessoa-pessoa, pessoa-animal 

e animal-animal; ingestão de água potável ou de recreio (piscinas e lagos) e alimentos 

infectados com oocistos; e supostamente pelo ar (SAVIOLI; SMITH; THOMPSON 2006; 

SMITH et al., 2007). 

Por ser um patógeno de significativa importância para a saúde pública e considerando 

sua relevância em surtos por veiculação hídrica, a Organização Mundial da Saúde (OMS) o 

classifica como um dos patógenos de referência na análise de água potável, sendo um indicativo 

da qualidade da água em âmbito mundial. Este protozoário ainda é classificado como o quinto 

entre os dez patógenos de maior importância na transmissão por meio de alimentos pela 

Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO) /(OMS), transmitido 

principalmente por produtos frescos, suco de fruta e leite (FAO, 2014; SMITH; NICHOLS; 

GRIMASON, 2005). 

Embora as pesquisas ao longo dos últimos anos tenham ampliado nosso conhecimento 

sobre Cryptosporidium, questões-chaves em relação a interação parasito- hospedeiro, invasão 

celular, transmissão e epidemiologia ainda permanecem indefinidos. No Brasil, apesar do 

crescente aumento na investigação do agente, fatores relacionadas a epidemiologia e 

classificação das espécies desse patógeno no país, ainda não estão completamente esclarecidos 

(MEIRELES, 2010).  
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Não existem estudos relacionados ao Cryptosporidium no Campus Fiocruz da Mata 

Atlântica (CFMA). Essa área fica dentro dos limites urbanos da cidade do Rio de Janeiro, 

cercada por floresta preservada e protegida, constantemente influenciada por ação antrópica. A 

região é composta por comunidades que se desenvolvem com precário saneamento básico e 

infraestrutura urbana. O CFMA se torna uma área de importância para investigação de doenças 

zoonóticas devido a forma  precária e insalubre em que vivem grande parte dos habitantes e 

pela circulação de animais domésticos e silvestres no peridomicílio.  
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2. PRESSUPOSTO TEÓRICO 

 

2.1. ASPECTO HISTÓRICO  

 O protozoário Cryptosporidium foi observado pela primeira vez em 1907 no epitélio 

gástrico de camundongos por Ernest Edward Tyzzer (TYZZER, 1907), médico parasitologista 

da Universidade de Harvard, em Boston, USA (WELLER, 1978). O autor é responsável pelas 

três primeiras publicações sobre o agente, definindo o que sabemos atualmente sobre a biologia 

e ciclo de vida das espécies Cryptosporidium muris e C. parvum (SLAVIN, 1995). 

O parasito torna-se foco de pesquisa, quando em 1955 foi associado pela primeira vez 

como agente causador de doença em animais, sendo encontrado como causa de diarreia em 

perus (PANCIERA; THOMASSEN; GARNER, 1971). Porém, somente em 1970 ganha maior 

atenção médica veterinária, quando descrito acometendo bezerros (NIME et al., 1976). Desde 

então, o contato com bovinos tem sido considerado uma importante causa de criptosporidiose 

zoonótica.  

O primeiro relato em humanos foi em 1976 (D’ANTONIO et al., 1985), tendo o 

reconhemento de sua importância para saúde pública no final do século passado, como ameaça 

aos indivíduos com HIV/SIDA e a outros indivíduos imunodeficientes, assim como causa de 

surtos por veiculação hídrica (CURRENT et al., 1983; HAYES et al., 1989; MAC KENZIE et 

al.,1994; SMITH; ROSE, 1998). 

No Brasil, o primeiro registo de criptosporidiose em seres humanos data de 1985 

(WEIKEL et al., 1985), estando relacionado à pacientes com sintomatologia diarreica, com 

imunodeficiência ou não. Nos anos seguintes, os trabalhos voltaram-se para pacientes 

portadores de HIV (COURA, 1987; DIAS et al, 1988; LOUREIRO; LINHARES, 1986).  

 

 

2.2.  TAXONOMIA  

O gênero Cryptosporidium (localiza-se no interior da membrana celular do hospedeiro; 

possui a capacidade de autoinfecção; e resistência a quaisquer agente antiparasitário) é 

classificado como pertencente ao Filo Apicomplexa (possui complexo apical), Classe 

Sporozoae (reproduz por ciclos sexuado e assexuado), Subclasse Coccidia (ciclo de vida por 

gametogonia, esporogonia  e merogonia; e o oocisto composto por esporozoítas infectantes 

resultantes da esporogonia), Ordem Eucoccidiida (reprodução por esquizogonia), Subordem 

Eimeriina (desenvolvimento de macrogametas e microgametas), Família Cryptosporidiidae 
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(possui quatro esporozoítos no interior do oocisto de parede espessa) (LEVINE, 1988; RYAN; 

FAYER; XIAO, 2014).     

A classificação taxonômica do Cryptosporidium vem sendo questionada, embora seja 

ainda classificado como coccídio (TZIPORI, 1983). Certas particularidades o diferenciam 

deste, como a localização do Cryptosporidium no interior da célula hospedeira em um 

compartimento extracitoplasmático; a presença de uma organela alimentar; a presença de dois 

tipos de oocisto, de parede espessa e de parede fina; a capacidade de autoinfecção por meio do 

oocisto de parede fina; e a resistência a todos os anticoccidianos (CARRENO; MARTIN; 

BARTA, 1999; ROSALES et al., 2005).  

Estudos detalhados de suas características filogenéticas, biológicas e morfológicas 

demonstram similaridades com os gregarinas (HIJJAWI et al., 2002; VALIGUROVA et al., 

2007). A alta proximidade filogenética com este grupo é constatada mediante a análise 

molecular do gene SSU rRNA (gene codificante da subunidade menor microssomal) 

(HIJJAWI; BOXELL; THOMPSON, 2009) e similaridades morfológicas e biológicas, como o 

estágio de desenvolvimento gamont-like (PLUTZER; KARANIS, 2009). Porém, apesar de 

todas divergências taxonômicas relacionadas ao protozoário, esse ainda é atribuído a subclasse 

Coccídia. 

Atualmente, são 29 espécies válidas (RYAN; FAYER; XIAO, 2014; ZAHEDI et al, 

2016) (Tabela 1) e cerca de 50 genótipos (FAYER, 2010; XIAO; FENG, 2008a).  Das espécies 

descritas, dezessete são reportadas causando criptosporidiose em humanos, sendo dezesseis 

com potencial zoonótico, como:  Cryptosporidium muris, C. felis, C. meleagridis, C. parvum, 

C. andersoni, C. canis, C. suis, C. bovis, C. fayeri, C. xiaoi, C. ubiquitum, C. cuniculus, C. 

tyzzeri, C. viatorum, C. scrofarum. C. erinacei. O C. hominis e o C. parvum são as espécies 

mais importantes em saúde pública, responsáveis pela maior parte das infecções em seres 

humanos e esporadicamente são descritos C. meleagridis, C. felis, 

C. suis, C. muris, C. andersoni, C. canis e C. cuniculus (CHALMERS; KATZER, 2013; XIAO 

et al, 2001). Segundo Chalmers e Katzer (2013), as espécies de importância sintomatológica e 

econômica para os animais são o C. parvum (ruminantes pré-desmame), o C. meleagridis 

(aves), o C. canis (cães filhotes), o C. felis (gatos filhotes), o C. serpentis (cobras), e o C. varanii 

(répteis).  
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Quadro 1- Espécies de Cryptosporidium em mamíferos 

 

 

Espécie Autor Principal hospedeiro 
Reportado em seres 

humanos 

C. muris Tyzzer (1907,1910) Roedores 

Inúmeros relatos 
Guyot et al., 2001; Gatei et 

al., 2002; Tiangtip; 
Jongwutiwes, 2002; Gatei 

et al., 2003; Palmer et 
al.,2003; Gatei et al., 2006; 

Leoni et al., 2006; 
Muthusamy et al., 2006; 

Azami et al., 2007; Al-
Brikan et al., 2008;  
Neira et al., 2012;  

Hasajová et al., 2014;  
Petrincová et al., 2015; 
Spanakos et al., 2015 

C. wrairi Vetterling et al. (1971) Porquinho-da-índia Não relatado 

C. felis Iseki (1979) Felinos 
Muitos relatos (cf. Lucio-

Forster et al.2010) 

C. parvum Tyzzer (1912) Ruminantes 
Relato comum em 

humanos 

C. andersoni Lindsay et al. (2000) Bovinos 

Leoni et al.(2006); 
Morse et al.(2007); 

Waldron et al.(2011); 
Agholi et al.(2013); 
Jiang et al., 2014; 

Liu et al.(2014) 

C. canis Fayer et al. (2001) Cães 
Muitos relatos (cf. Lucio-

Forster et al.2010) 

C. hominis 
Morgan-Ryan et al. 

(2002) 
Homens 

Relato comum em 
humanos 

C. suis Ryan et al. (2004) Porcos 

Xiao et al. (2002)a; 
Leoni et al. (2006); 
Cama et al. (2007); 
Wang et al.(2013)a 

C. bovis Fayer et al.(2005) Bovinos 
Khan et al.(2010); 

Ng et al.(2012); 
Helmy et al.(2013) 

C. fayeri Ryan et al.(2008) Marsupiais Waldron et al. (2010) 

C. macropodum Power and Ryan (2008) Marsupiais Não relatado 
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Quadro 1- Espécies de Cryptosporidium em mamíferos (continuação) 

 

            

Fonte: Adaptado de RYAN; FAYER; XIAO, 2014; ZAHEDI et al, 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. ryanae Fayer et al. (2008) Bovinos Não relatado 

C. xiaoi Fayer et al. (2010) Ovinos e caprinos Adamu et al. (2014) 

C. ubiquitum Fayer et al. (2010) 
Ruminantes, 

roedores e primatas 
Fayer et al.2010; 
Elwin et al.2012 

C. cuniculus 

Re: Robinson et 
al.(2010) 

Inman & Takeuchi, 
(1 979)a 

Coelhos 

Chalmers et al.(2009); 
Anon (2010); 

Molloy et al.(2010); 
Chalmers et al.(2011); 

Anson et al., 2014; 
Koehler et al., 2014; 

Chalmers, 2012 

C. tyzzeri 
Re: Ren et al.(2012) 

Tyzzer (1912) 
(C. parvum)a 

Camundongos Raskovaet al.(2013) 

C. viatorum Elwinet al.(2012) Homens 
Elwinet al.(2012); 

Insulander et al.(2013) 

C. scrofarum Kváčet al.(2013) Porcos 
Kváč et al.(2009a); 
Kváč et al.(2009b) 

C. erinacei Kváčet al.(2014) Ouriços e cavalos Kváč et al.(2014) 

C. rubeyi Li et al.(2015) Esquilos Não relatado 
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     Quadro 2- Espécies de Cryptosporidium em aves, anfíbios, peixes e répteis. 

 

Espécie Autor Principal hospedeiro 
Reportado em seres 

humanos 

C. serpentis Levine (1980) Cobras e lagartos Não relatado 

C. meleagridis Slavin (1955) Aves 
Relato comum em 

humanos 

C. varanii Pavlásek et al. (1995) Lagartos Não relatado 

C. baileyi Current et al. (1986) Aves Não relatado 

C. molnari 
Alvarez-Pellitero & 

Sitja-Bobadilla (2002) 
Peixes Não relatado 

C. galli 
Re: Ryanet al.(2003) 

Pavlásek (1999)a 
Aves Não relatado 

C. fragile Jirkuet al. (2008) Sapos Não relatado 

C. huwi Ryan et al. (2015) Peixes Não relatado 

C. scophthalmi 
Alvarez-Pellitero 

et al., 2004; Costa 
et al., 2015 

Peixe (Psetta 
maxima) 

Não relatado 

   

Fonte: Adaptado de RYAN; FAYER; XIAO, 2014; ZAHEDI et al, 2016. 
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2.3. ASPECTOS BIOLÓGICOS E CLÍNICOS 

O ciclo biológico é monoxeno, concluído dentro do trato gastrointestinal de um único 

hospedeiro (ROSALES et al., 2005), passando pelas fases de merogonia, gametogonia e 

esporogonia (Figura 1).  

 

Figura 1- Ciclo biológico Cryptosporidium spp. 

Fonte: Adaptado de SMITH; NICHOLS; GRIMASON, 2005. 

 

 

O mecanismo de transmissão ocorre principalmente por via feco-oral, por meio do 

contato direto com fezes humanas ou de animais (JOHANSEN et al., 2014; SMITH, 2006), 

pelo contato pessoa-pessoa, comum em locais de aglomerações como escolas (HELLARD et 

al., 2003) e hospitais e em atividade sexual (SPONSELLER; GRIFFITHS; TZIPORI, 2014); 

ou de forma zoonótica, transmitida do animal vertebrado para o homem;  pela exposição 

indireta por ingestão de água ou alimentos contaminados com oocistos (SMITH, 2007); e há 

relatos de transmissão por  via inalatória (BARTA; THOMPSON, 2006; STEIN et al, 2006).  
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Normalmente o Cryptosporidium spp. acomete o intestino delgado, porém pode ser 

encontrado no intestino grosso e em locais extra-intestinais, tais como: trato respiratório, 

vesícula biliar, pâncreas, esôfago, estômago, fígado, faringe e apêndice (BOUZID et al., 2013; 

CHACÍN-BONILLA; CHENG-NG, 2008).  

O oocisto ingerido sofre ação da temperatura, pH, sais biliares e proteases que agem em 

sua parede causando o desencistamento e liberação dos quatro esporozoítas contidos em seu 

interior. Os esporozoítas são móveis e se deslocam para a região apical das células do trato 

intestinal. Por meio de receptores específicos (SMITH; NICHOLS; GRIMASON, 2005), 

aderem as células epiteliais do intestino e são englobados pela membrana da célula hospedeira, 

internalizando e formando um vacúolo parasitóforo intracelular, mas extracitoplasmático, onde 

diferenciam-se em trofozoítas. Estes, após múltiplas divisões assexuadas (merogonia), 

desenvolvem-se em duas gerações de merontes, tipo Ι e ΙΙ (BARTA; THOMPSON, 2006; 

VALIGUROVA et al., 2007). Os merontes do tipo Ι, liberam de seis a oito merozoítas no lúmen 

intestinal, que invadem outras células, podendo continuar o ciclo assexuado, através da 

formação de merontes do tipo I ou se diferenciar em meronte tipo ΙΙ. Os quatro merozoítas 

produzidos pelo meronte tipo ΙΙ são liberados e iniciam a fase sexuada do ciclo, diferenciando-

se em macro e microgametócitos. Os macrogametócitos evoluem para macrogametas imóveis 

e permanecem no interior da célula hospedeira. Já os microgametócitos evoluem para 

microgametas móveis e quando livres, fertilizam os macrogametas gerando zigotos, que 

encistam dando origem a oocistos de parede grossa ou de parede fina, que são liberados no 

lúmen intestinal e esporulam. Os oocistos de parede fina tornam-se fonte de autoinfecção, 

desencistando e liberando esporozoítas que continuaram a infectar as células intestinais, e os 

oocistos de parede grossa são eliminados junto as fezes para o ambiente (ALBUQUERQUE et 

al., 2012; BARTA; THOMPSON, 2006). 

A perda estrutural das vilosidades intestinal, devido a invasão das células epiteliais na 

borda luminal e as reações imunológica e inflamatória do hospedeiro, leva ao comprometimento 

da osmolaridade, diminuindo a absorção e aumentando a secreção intestinal, que desencadeiam 

a diarreia. A sintomatologia é dependente do estado imunológico do hospedeiro, podendo ser 

autolimitante ou assintomática em hospedeiros imunocompetentes e crônica a fatal em 

hospedeiros imunodeficientes. A gravidade dos sintomas é influenciada pela idade, estado 

nutricional, imunidade, número de oocistos ingeridos e a espécie infectante (CHALMERS; 

DAVIES, 2010). 
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2.3.1. Aspectos clínicos nos seres humanos 

Nos seres humanos, indivíduos imunodeficientes, particularmente portadores HIV e 

crianças menores de cinco anos de idade, possuem maior pré-disposição à infecção por 

Cryptosporidium spp. e o desenvolvimento da forma mais grave da doença (BOUZID et al., 

2013). Em indivíduos imunocompetentes, normalmente a criptosporidiose é assintomática ou 

autolimitante. 

 Os sintomas comuns são diarreia leve a grave, desconforto abdominal, náuseas, febre 

baixa, e sintomas inespecíficos, tais como: mialgia, dor de cabeça e anorexia, que podem durar 

de uma a duas semanas em indivíduos imunocompetentes ou até meses em indivíduos 

imunodeficientes (BARTA; THOMPSON, 2006; JOKIPII, 1986). Em crianças menores de 

cinco anos de idade, pode gerar desnutrição afetando seu desenvolvimento físico e intelectual 

a longo prazo, associado a episódios prolongados de diarreia (BARTELT et al., 2013; LIMA et 

al., 2000).  

O grau de comprometimento imunológico do hospedeiro está relacionado as infecções 

em regiões diferentes do local comumente afetado, como acometimento de todo o sistema 

gastrointestinal (vesícula biliar e ducto pancreático), causando pancreatite, colecistite e 

colangite esclerosante, e o sistema respiratório, com envolvimento tráqueo-brônquica e dos 

seios nasais (CHALMERS; DAVIES, 2010). 

Apresenta baixa dose infectante (10-30 oocistos), mesmo em indivíduos 

imunocompetentes. O período de incubação médio da doença tende a ser de 7 dias (intervalo 

de 1 a 12 dias), com duração média de 12 dias (variação 2-26 dias), podendo haver excreção de 

oocistos pelo hospedeiro por até 60 dias após a recuperação clínica (CACCIO; POZIO, 2001; 

DUPONT et al., 1995; OKHUYSEN et al., 1999). 

 

2.3.2. Aspectos clínicos em cães 

Os animais infectados, normalmente são assintomáticos ou podem manifestar diarreia 

crônica ou intermitentes. O imunocomprometimento do animal, geralmente associada a 

doenças imunossupressoras e coinfecções com outros patógenos é o fator predisponente para 

aumento da susceptibilidade a infecção por Cryptosporidium spp. e a gravidade dos sintomas 

(ABE et al., 2002; FAYER et al., 2001; MORGAN et al., 2000). Normalmente a infecção ocorre 

pela espécie C. canis, porém C. parvum e C. muris também foram detectados (ABE; KIMATA; 

ISEKI, 2002; FAYER et al., 2001; LUPO et al., 2008) 
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A sintomatologia está relacionada com diarreia aquosa, anorexia e perda de peso, 

ocorrendo o agravamento dos sintomas em caso de infecções concomitantes (SCORZ; 

TANGTRONGSUP, 2010).  

 

2.3.3. Aspectos clínicos em aves 

Em aves, a criptosporidiose acomete o trato respiratório e gastrointestinal, normalmente 

apenas uma forma da doença é encontrada. Porém, pode ser encontrado em outras regiões, como 

a bursa de Fabricius, conjuntiva ocular, ouvido médio, pâncreas e rins (NAKAMURA; 

MEIRELES, 2015).  

As espécies Cryptosporidium baileyi, C. meleagridis e C.  galli são as mais encontradas 

infectando diversas espécies de aves e o genótipo aviário (I–V), genótipo de ganso (I–IV), o 

genótipo galinhola euro-asiático e genótipo pato preto, já foram reportados  (NAKAMURA; 

MEIRELES, 2015; RYAN, 2010). 

A infeção por Cryptosporidium spp. pode estar associada a co-infecções, podendo 

resultar em mortalidade. A espécie C. baileyi e genótipo aviário II, são responsáveis por infectar 

o sistema respiratório (cornetos nasais, nasofaringe, seios nasais, laringe, traquéia, pulmões e 

sacos aéreos), ouvido médio e conjuntiva ocular.  Causando sinusite (“cabeça inchada”), 

espirros, dispneia, conjuntivite, depressão, letargia, anorexia, podendo desencadear o aumento 

da mortalidade (SRÉTER; VARGA, 2000; NAKAMURA; MEIRELES, 2015). Na infecção 

pela espécie C. baileyi, causa infecção grave da bursa de Fabricius, podendo levar a supressão 

da resposta humoral em aves (HAMIDINEJAT et al., 2014; LINDSAY; BLAGBURN, 1990; 

NAKAMURA; MEIRELES, 2015). 

A infecção pela espécie C. galli, o genótipo aviário III e o genótipo galinhola euro-

asiático, acometem o sistema gástrico, causando vômitos, perda de peso e lesões no 

proventrículo (NAKAMURA; MEIRELES, 2015). 

Normalmente, a infecção por C. meleagridis é subclínica, mas quando sintomático a 

infecção acomete o sistema entérico, levando a enterite, diarreia, distensão intestinal e 

mortalidade (BAROUDI, D. et al., 2013; NAKAMURA; MEIRELES, 2015; MORGAN et al., 

2001; RYAN, 2010). 

O período pré-patente é em média de 2-7 dias e o período patente de 4-32 dias 

(SRÉTER; VARGA, 2000). 
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2.3.4. Aspectos clínicos em Gambás 

São escassas as informações sobre os aspectos clínicos da doença em animais silvestres.  

Os gambás são aparentemente assintomáticos (HILL; DEANE; POWER,2008). As 

espécies C. fayeri e C. macropodum são descritas infectando marsupiais (POWER, 2010).  

 

 

 2.4. TRATAMENTO  

Atualmente não existe tratamento preconizado para a criptosporidiose. A doença é 

autolimitante em indivíduos imunocompetentes, reduzindo os sintomas espontaneamente. As 

principais estratégias de tratamento estão relacionadas a administração de tratamento 

sintomático associado a terapia de suporte, incluindo terapia de reidratação, reposição de 

eletrólitos, suporte nutricional e agentes antimotilidade. 

A Nitrozoxamida, composto tiazole, é o único medicamento licenciado pelo Food and 

Drug Administration (FDA) nos EUA, para o tratamento da criptosporidiose no homem 

imunocompetente e crianças maiores de um ano de idade, não sendo recomendado para 

pacientes imunodeficientes (FOX; SARAVOLATZ, 2005). Para os imunodeficientes, o 

tratamento baseia-se na melhora do estado imunológico, já que o grau de imunossupressão está 

associado com a manifestação mais crônica e debilitante da criptosporidiose. 

Para os animais, há estudos da efetividade no tratamento da doença com Nitrozoxamida, 

Lactato Halofuginona (PATERMANN et al., 2014), associações de Metronidazol e 

Furazolidona (RANDHAWA, 2012), Paramomicina, Azitromicina (NASIR, 2013), e outras 

drogas (SHAHIDUZZAMAN; DAUGSCHIES, 2012). 

É necessário o desenvolvimento de fármacos eficazes contra o Cryptosporidium, 

principalmente para os indivíduos imunodeficientes, e uma vacina segura e eficaz. 

 

 

2.5. IMPORTÂNCIA EM SAÚDE PÚBLICA E EPIDEMIOLOGIA  

O gênero Cryptosporidium acomete diferentes espécies de vertebrados, tais como aves, 

répteis, peixes, anfíbios, humanos e outros mamíferos, podendo infectar um ou vários 

hospedeiros, dependendo da espécie ou genótipo do agente. Possui distribuição cosmopolita, 

exceto na Antártica, sendo reportado em países desenvolvidos e em desenvolvimento, afetando 

pessoas em mais de 106 países (FAYER; XIAO, 2008; XIAO et al., 2001). 

O agente é responsável por causar diarreia moderada a grave, desnutrição e consequente 

deficiência de desenvolvimento físico e intelectual em crianças de vários países, incluindo o 
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Brasil (BARTELT et al., 2013). É apontado como um dos quatro principais agentes etiológicos 

graves associados a diarreia infantil nos países em desenvolvimento. Na África Subsaariana e 

sul da Ásia é considerado o segundo agente causador de diarreia em crianças, perdendo apenas 

para rotavírus (KOTLOFF et al., 2013).  

Representa uma importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes com SIDA. 

Estudos em todo o mundo têm demonstrado uma prevalência de até 47% de criptosporidiose 

em pacientes imunodeficientes (YOUSSEF et al., 2008). Em regiões onde o agente é endêmico, 

há risco de morte para pacientes em tratamento com imunossupressores, por exemplo 

transplantados (EDVINSSON et al., 2009). 

Surtos de criptosporidiose vêm ocorrendo em todo o mundo, principalmente devido a 

contaminação de fontes de água potável com oocistos, correspondendo a 60,3% dos surtos 

reportados, tendo maior ocorrência na Austrália, América do Norte e Europa (BALDURSSON; 

KARANIS, 2011; GUZMAN-HERRADOR, et al., 2015).  Os surtos estão relacionados a 

veiculação hídrica (água potável ou de recreação - piscinas, lagos), alimentar (alimentos não 

alcoólicos como cidra, produtos frescos, suco de fruta, vegetais crus, leite), contato com animais 

de fazenda durante visitas e pessoas com diarreia (COPE et al., 2015; HUNTER et al., 2004; 

ROSE; SLIFKO, 1999; SMITH; NICHOLS, 2010). 

Devido à importância para a saúde pública e relevância como causa de surtos por 

veiculação hídrica, a OMS classifica o Cryptosporidium como um dos patógenos de referência 

na análise de água potável, sendo um indicativo da qualidade de água em âmbito mundial, e o 

quinto entre os dez patógenos de maior importância na transmissão de alimentos pela 

Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO) / OMS (FOA, 2014; 

RYAN; FAYER; XIAO, 2014; SAVIOLI; SMITH; THOMPSON, 2006).  

As espécies responsáveis pela maior parte dos surtos são o C. parvum e o C. hominis. 

Recentemente, o C. cuniculus causou um surto por veiculação hídrica na Inglaterra (RACHEL 

et al, 2009). O maior surto de transmissão por veiculação hídrica ocorreu em 1993 nos EUA, 

em Milwaukee, onde 400.000 pessoas se infectaram após consumirem água potável (MAC 

KENZIE et al, 1994). O segundo maior surto ocorreu recentemente em 2010 na Suécia, em 

Östersund, onde 27.000 pessoas se infectaram com C. hominis após o consumo de água potável, 

sendo considerado o maior surto conhecido na Europa (MICAEL et al, 2014). 

Existem vários fatores que corroboram para o elevado nível de contaminação ambiental, 

o aumento da probabilidade de transmissão e o desenvolvimento da doença, tais como: o 

acometimento de um ampla gama de hospedeiros; a eliminação de oocistos na forma infectante; 

a baixa dose infectante; o tempo de eliminação dos oocistos, que pode ocorrer mesmo após a 
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eliminação dos sintomas; o número de oocistos eliminados; a resistência ao estresse ambiental 

e a desinfecção padrão, podendo sobreviver por meses no ambiente ou a cloração da água de 

beber; a concentração de oocistos ingeridos e a virulência da espécie; e o nível de imunológico 

do hospedeiro (GRACZYK; FRIED, 2007; PUTIGNANI; MENICHELLA, 2010). Os 

principais fatores de risco estão relacionados a idade (crianças menores de cinco anos), ao 

estado imunológico (imunodeficientes), ao contato com indivíduos diarreicos e animais de 

fazenda, viagens para áreas endêmica, água de recreio e a ingestão de água não tratada 

adequadamente para eliminação de oocisto (CACCIÒ et al, 2005). 

A criptosporidiose demonstra diferença sazonal global em relação aos picos de infecção, 

com altos indíces no verão e outono,  podendo existir uma associação entre os picos em períodos 

chuvosos, devido a maior probabilidade de contaminação dos recursos hídricos (PUTIGNANI; 

MENICHELLA, 2010; TELLEVIK, et al., 2015). Os países da Oceania (Austrália, Nova 

Zelândia) e do Reino Unido apresentam altos picos na primavera e picos menores no outono. 

Na América do Norte, Canadá e parte da Europa, apresentam altos picos no final do verão (LAL 

et al, 2012). No Brasil, não existem estudos que possam contribuir para estas informações. 

As espécies zoonóticas de Cryptosporidium e a espécie C. hominis, demostram 

diferenças no modo de transmissão entre países em desenvolvimento e desenvolvido, e entre 

áreas rurais e urbanas em países desenvolvidos, especialmente em relação a transmissão 

zoonótica (XIAO; FAYER, 2008b). Das espécies de Cryptosporidium comumente encontradas 

infectando o homem, o C. parvum e C. hominis são responsáveis por mais de 90% dos casos 

humanos de criptosporidiose na maioria das regiões (XIAO et al, 2004).  

A prevalência da infecção em seres humanos e animais varia dependendo da localização 

geográfica, padrão de higiene, estação do ano, idade, proximidade de exploração e contato 

direto com animais de fazenda. Valores altos de prevalência tendem a serem observados em 

áreas de baixas condições socioeconômicas, ligado ao baixa qualidade alimentar e 

infraestrutura de moradia (BECKER; OLOYA; EZEAMAMA, 2015), e em área rural 

comparado as comunidades urbanas, locais de clima quente, países em desenvolvimento e 

acometendo indivíduos jovens e imunodeficientes (GIANGASPERO; BERRILLI; 

BRANDONISIO, 2007; HUANG; WHITE, 2006; MAK, 2004).  

Em geral, a prevalência de C. hominis e C. parvum em humanos, varia em diferentes 

regiões do mundo, sendo em média de 62% em alguns locais na América do Norte e Sul, 

Austrália e África, e de 57% em áreas da Europa, principalmente no Reino Unido (CACCIÒ et 

al, 2005). O C. parvum é mais comum no Oriente e o C. hominis é dominante no restante do 
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mundo, principalmente em países desenvolvidos. Na Europa predomina de C. parvum e C. 

hominis em igual proporção (XIAO, 2010). 

Segundo Bushen et al. (2007), apesar de não haver diferenças entre C. hominis e C. 

parvum na ocorrência de diarreia, estes apresentam diferentes efeitos nutricionais em crianças 

infectadas. O C. hominis tende a causar maiores deficiências de crescimento infantil, mesmo na 

ausência de sintomas.  

Economicamente, Cryptosporidium spp. é responsável por afetar bezerros e cordeiros, 

retardando o desenvolvimento, diminuindo a produção e podendo levar a mortalidade, além de 

causar doença respiratória em aves domésticas e de caça (BOUZID et al., 2013).  

Os animais são potenciais hospedeiros de Cryptosporidium spp., podendo desempenhar 

um importante papel na transmissão e contaminação ambiental para os seres humanos e outros 

animais. O contato com bovinos ou animais de fazenda tem sido incriminado como um alto 

indício de transmissão zoonótica por C. parvum, para estudantes de veterinária, pesquisadores 

e crianças (XIAO; FAYER, 2008b). 

A importância dos cães e gatos na transmissão zoonótica ainda não está muito clara, 

apesar das espécies C. canis e C. felis, comuns nessas espécies de hospedeiros, serem relatadas 

infectando indivíduos imunodeficientes (LUCIO-FORSTER et al, 2010; THOMPSON; 

PALMER; O’HANDLEY, 2008). 

Várias espécies de animais silvestres são infectadas por Cryptosporidium spp., apesar 

da pouca informação sobre as espécies e genótipos que parasitam esses animais e a interação 

entre estas e os seres humanos, podem ser fonte de contaminação e manutenção de agente no 

ambiente (APPELBEE; THOMPSON; OLSON, 2005; FENG, 2008; REBOREDO-

FERNANDEZ et al. 2015). Para a saúde pública, o genótipo cervine, infecta diferentes 

hospedeiros, sendo descrito com significativo potencial zoonótico, além do C. parvum e C. 

muris identificados infectando animais silvestres (FENG, 2008). Porém, estudos são 

necessários para melhor determinar a sua importância zoonóica. 

  

 

2.6. DIAGNÓSTICO LABORATORIAL 

A criptosporidiose humana ou animal pode ser diagnosticada através de vários métodos 

laboratoriais pela detecção de oocistos nas fezes, em ambiente, água ou alimentos (CHEN et al, 

2002; JEX et al, 2008). O diagnóstico da infecção pelo Cryptosporidium spp. é comumente 

feito por análise fecal utilizando exame microscópico, sendo normalmente combinada com 

técnicas de coloração ( Ziehl-Neelsen, Auramina, Safranina, Kinyoun, Verde de Malaquita), 
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podendo o esfregaço fecal ser corado diretamente ou após técnicas de concentração, como a 

técnica de flutuação por meio da utilização de soluções saturadas de sacarose ou técnica de 

sedimentação, com o formaldeído-éter, para facilitar a detecção do oocisto (LALLO; 

BONDAN, 2006; MUNDIM et al., 2007). A combinação das técnicas facilita a visualização e 

detecção do patógeno, devido ao pequeno tamanho do oocisto que mede de 4-6µm de diâmetro 

e por possuir ciclo de eliminação intermitente, com variação na densidade de oocistos 

eliminados nas fezes. Essas técnicas demandam tempo e apresentam sensibilidade e 

especificidade variadas (SMITH et al., 2007). 

A técnica microscópica possui algumas limitações ligadas a sensibilidade em relação ao 

número de oocistos presentes nas amostras, a experiência do microscopista, a demora na 

obtenção do resultado e a presença de artefatos na amostra. Esses artefatos,  possuem 

morfologia e característica álcool-ácido-resistente semelhante ao oocisto de Cryptosporidium, 

que podem gerar resultado falso-positivo. Uma outra limitação da técnica é o fato de não ser 

possível diferenciar por meio da morfologia e morfometria as espécies (FAYER; MORGAN; 

UPTON, 2000; VAN DEN BOSSCHE et al, 2015). 

Os métodos imunológicos utilizados em amostras clínicas e ambientais, como o ensaio 

imunoenzimático ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) e testes 

Imunocromatográficos, apresentam vantagens em relação a microscopia convencional, sendo 

mais sensíveis e específicos, de fácil execução e permitindo o processamento de um grande 

número de amostras num curto período. 

A Imunofluorescência Direta (IFD), também um método imunológico, emprega 

anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium marcados com isotiocianato de fluoresceína, 

apresentando alta sensibilidade e especificidade em amostras clínicas e ambientais (JEX et al., 

2008). É uma técnica dispendiosa, com necessidade de um microscópico de fluorescência e 

uma equipe treinada (CHALMERS et al., 2011; GARCIA; SHIMIZU, 1997).  

A detecção de coproantígenos (antígenos em amostra fecal) por meio de ensaio 

imunoenzimático ELISA é frequentemente utilizado em laboratórios e em pesquisas 

epidemiológicas, apresentando maior sensibilidade que a técnica de microscopia convencional 

(CHALMERS et al., 2011; GIADINIS et al., 2012; MORGAN; THOMPSON, 1998).  

A utilização de técnicas baseadas no reconhecimento molecular de um alvo específico 

do patógeno estão cada vez mais sendo empregadas para o diagnóstico e pesquisa da infecção 

por Cryptosporidium spp.. Essas contribuem para a melhor compreensão da epidemiologia, 

transmissão, taxonomia, interação parasita-hospedeiro, biologia e diferenciação entre as 

espécies de Cryptosporidium (XIAO et al., 2004). 
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Entre as técnicas moleculares, a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é amplamente 

utilizada como uma ferramenta de diagnóstico em amostras clínicas e ambientais para a 

detecção e diferenciação em nível de espécie, genótipo e subgenótipo do patógeno em intervalos 

de tempo relativamente curtos. Baseia-se na amplificação exponencial de um fragmento de 

ácido nucléico selecionado por replicação mediada por enzimas in vitro. Essa é extremamente 

sensível e específica na detecção de Cryptosporidium, com disponibilidade de aplicação em 

diferentes variações da técnica (MORGAN; THOMPSON, 1998; SAEED; AHMAD, 2013). 

As variações da PCR são: “Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction” (RT –

PCR), “Nested Polymerase Chain Reaction” (Nested-PCR), “Restriction Fragment Length 

Polymorphism Polymerase Chain Reaction” (RFLP-PCR), “Quantitative PCR” (qPCR), entre 

outras. A PCR pode ser multiplex, detectando e diferenciando simultaneamente diferentes 

espécies de patógenos (STARK et al., 2011). 

A PCR quantitativa (qPCR) é uma variação da PCR convencional, segue os princípios 

gerais desta, no entanto, permite a quantificação do produto por meio de fluorescência à medida 

que a reação progride. É usada com sucesso para estimar carga parasitária e realizar o 

diagnóstico pela pesquisa do DNA do parasito, constituindo uma grande vantagem no 

monitoramento da infecção (ALONSO; AMOROS; CANIGRAL, 2011; HIGGINS et al., 2001).  

Apesar da técnica de PCR apresentar maior sensibilidade em relação as técnicas 

imunológicas, seu resultado pode ser comprometido devido a qualidade e quantidade do DNA 

extraído e a presença de inibidores (ácido húmicos, bilirrubina, sais biliares e polissacarídeos 

complexos) na amostra (JIANG, J. et al., 2005; SAEED; AHMAD, 2013; SMITH et al., 2007). 

Outra desvantagem do método é que ela apresenta alto custo e necessidade de infraestrutura, 

assim como a alta competência técnica. 

Para o diagnóstico do Cryptosporidium por PCR, o gene Codificante da Subunidade 

Menor Microssomal (SSU rRNA) é o alvo mais utilizado, por ser uma região conservada, de 

menor polimorfismo e permitir uma identificação específica do parasita. A Proteína de Parede 

do oocisto (COWP), o codificante de glicoproteína 60KDa (GP60), a proteína de choque 

térmico de 70KDa (HSP-70), os lócus de microssatélite 1 e 2, entre outros, também são 

empregados para identificar e classificar as espécies, genótipos ou subgenótipos (BAKHEIT et 

al., 2008; SKOTARCZAK, 2010). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

I. Avaliar a ocorrência da infecção por Cryptosporidium spp. em cães, galinhas de 

capoeira e gambás provenientes do Campus Fiocruz da Mata Atlântica (CFMA). 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

I. Pesquisar coproantígenos de Cryptosporidium spp. por meio do ELISA em 

amostras de cães e galinhas domésticas. 

II. Pesquisar o DNA de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de cães, galinhas 

domésticas e gambás por meio da PCR quantitativa (qPCR). 

III. Estabelecer parâmetros comparativos frente aos resultados obtidos com as 

técnicas imunológica e molecular. 
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4.       MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1.  TRABALHO DE CAMPO 

4.1.1. Área de estudo: Campus Fiocruz da Mata Atlântica (CFMA) 

A área de estudo localiza-se na região de Jacarepaguá, zona oeste da cidade do Rio de 

Janeiro, ocupando a área cedida pela União, o Setor 1 administrado pela Fiocruz. Compõe a 

maior parte do fracionamento da Colônia Juliano Moreira (CJM), antigo hospital psiquiátrico 

do Ministério da Saúde que após sua municipalização pelo Sistema Único de Saúde foi 

subdividido em setores. Esse é o setor com área de floresta mais bem conservado da antiga 

colônia, estende-se por cerca de 5 milhões de metros quadrados, sendo composto por 65% da 

antiga CJM e 50% do Parque Estadual da Pedra Branca, que juntos somam cerca de 80% de 

área remanescente da Mata Atlântica.  O CFMA constitui ainda uma Área de Proteção 

Ambiental na parte que se encontra acima da cota dos 100 metros de altitude, formando um 

corredor ecológico entre as encostas do Maciço da Pedra Branca e do Maciço da Tijuca. Além 

disso, possui um rico conjunto arquitetônico e patrimônio cultural tombado pelos órgãos de 

defesa do patrimônio histórico (FIOCRUZ, 2004; VIANA, 2012). 

Ao longo dos anos, a área sofreu com o desmatamento devido a utilização de madeira 

para lenha, apropriação da área para plantio comercial (cafeicultura) e de subsistência, assim 

como a ampliação de áreas de pastagem e de crescimento urbano, que comprometeram parte da 

área de floresta.   

Atualmente, encontram-se instaladas no território do CFMA cinco comunidades 

(Caminho da Cachoeira, Viana do Castelo, Sampaio Corrêa, Faixa Azul e Fincão) que totalizam 

cerca de 225 famílias, aproximadamente 800 moradores, a maioria descendentes de antigos 

funcionários da CJM (ISER/FIOCRUZ, 2004).  

Na maioria das comunidades, existe a presença de animais domésticos e de criação, 

como: cães, galinhas, gansos, patos, porcos e cavalos. Em cerca de 63% das residências há a 

presença de animais, que em sua maioria são criados soltos. Além destes, é comum a presença 

de animais errantes. A proximidade com a mata leva ao contato constante com animais 

silvestres (pequenos roedores, marsupiais, cobras, lagartos, micos, tatus, lebres, saguis, preás, 

ouriços e aves), que são encontrados no peridomicílio (GOUVEIA, 2008).  

As comunidades apresentam diferenças marcantes em relação as condições de 

salubridade, escolaridade e renda familiar. As comunidades Viana do Castelo e Sampaio Corrêa 

apresentam melhores condições socioeconômicas.  As três comunidades mais isoladas, 
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Caminho da Cachoeira, Faixa Azul e Fincão, muito se assemelham as comunidades rurais, 

desprovidas dos benefícios da urbanização. 

Os principais problemas das comunidades estão relacionados com a falta de rede de 

esgoto e tratamento de água. Grande parte das moradias possuem esgoto improvisado com 

despejo de efluentes residenciais em valas a céu aberto próximo as residências ou diretamente 

nos rios.  A captação de água é feita diretamente das cachoeiras locais, através de canos e 

tubulações, muitas vezes danificados (VANINI et al., 2011). 

A maior parte das moradias são precárias e em locais de risco, sujeitas a alagamento e 

desmoronamento nos períodos de chuva. A falta de pavimentação e estrutura de escoamento de 

água das chuvas e das cachoeiras, que tendem a transbordar na mesma época, agravam a 

situação. Parte das comunidades não apresentam coleta regular de lixo, que são colocados em 

caçambas coletivas ou coletores individuais, ato que atrai animais (VANINI et al., 2011).  

É uma área marcada por assentamentos irregulares e condições socioeconômicas 

precárias. Tais situações propiciam a proliferação de vetores e disseminação de doenças, como: 

dengue, leishmaniose e infecções gastrointestinais (verminoses e outras doenças). 

 

4.1.2. Coleta das amostras fecais 

As amostras fecais foram coletadas entre 2014 e 2015, mediante a expedições semanais 

domiciliares nas comunidades que se encontram no Campus Fiocruz da Mata Atlântica, pela 

equipe que desenvolve o “Programa de Manejo da Fauna Silvestre e Controle de Zoonoses no 

Campus Fiocruz da Mata Atlântica”, composta por quatro veterinários e sob coordenação do 

Dr. Fabiano Borges Figueiredo, do Laboratório de Pesquisa Clínica em Dermatozoonoses em 

Animais Domésticos- Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - INI - FIOCRUZ. A 

amostragem foi por conveniência, frente aos animais disponíveis no momento da coleta. 

 

a) Amostras provenientes de cães 

Os animais foram contidos fisicamente de forma manual e as amostras fecais coletadas 

diretamente da ampola retal, transferidas para um tubo de polipropileno estéril (1,5mL) e 

acondicionada em isopor com gelo, sendo posteriormente congelada a temperatura de -20ᵒC até 

o momento do processamento. 
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b) Amostras provenientes de galinhas de capoeira 

O chão dos galinheiros ou locais onde as aves pernoitavam foram cobertos com plástico 

ao entardecer e verificados na manhã seguinte. Um pool de cinco fezes aleatórias depositadas 

sobre a área coberta foi coletado com espátulas descartáveis e armazenado em frascos coletores 

estéreis. As amostras foram acondicionadas sob refrigeração em isopor e posteriormente 

congeladas a temperatura -20ᵒC até o momento do processamento. 

   

c) Amostras provenientes de marsupiais (Gambás) 

As coletas foram realizadas em expedições com duração de cinco noites consecutivas. 

As armadilhas tipo Tomahawk (14x14x40cm) com iscas contendo uma mistura composta de 

pasta de amendoim, bacon, aveia e banana, foram colocadas em dois transectos lineares em 

intervalos de 20m.  

As armadilhas foram verificadas a cada manhã dos dias de expedição para captura dos 

animais, reposição das iscas e coleta de fezes disponíveis nas armadilhas. Os animais foram 

triados para eutanásia pela equipe do projeto envolvido. Somente animais adultos foram 

selecionados. Animais pequenos, fêmeas prenhes ou com filhotes e animais agressivos foram 

excluídos e identificados com um brinco e soltos no local de captura.  Os animais triados foram 

submetidos a eutanásia e seus órgãos de interesse foram coletados para os trabalhos envolvidos.   

As amostras fecais individuais foram coletadas diretamente do intestino durante a 

necropsia e colocadas em tubos de polipropileno estéreis (1,5mL), armazenadas em isopor com 

gelo e posteriormente congeladas a temperatura -20ᵒC até a análise. 

 

 

4.2. TRABALHO LABORATORIAL 

4.2.1. Processamento das amostras fecais 

No laboratório, as amostras fecais foram catalogadas e processadas. Inicialmente cada 

amostra foi homogeneizada com água destilada e filtrada com auxílio de gaze para retirada de 

resíduos grosseiros.  Após a filtragem a solução foi distribuída em tubos de polipropileno 

estéreis de 1,5mL e centrifugada durante 10 minutos a 402,4 xg. Após este procedimento, o 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento separado em tubos de polipropileno estéreo (1,5mL) 

para realização das técnicas ELISA e qPCR. De cada sedimento da amostra, foi aliquotado um 

volume de 220µL, que foram acondicionados à temperatura de -20°C para os procedimentos 

posteriores de extração de DNA e o restante sendo armazenado sob refrigeração a uma 

temperatura de aproximadamente 4°C. 
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4.2.2. Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

No Laboratório de Imunodiagnóstico- Departamento de Ciências Biológicas/ENSP foi 

realizado a detecção de coproantígenos de Cryptosporidium spp., através da utilização do kit 

imunoenzimático ELISA Cryptosporidium stool antigen detection (© IVD Research, Inc., 

Carlsbad, CA, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. Para tal procedimento, uma 

alíquota de 100µL de cada amostra processada sem conservante foi homogeneizada com 100µL 

do tampão de diluição em uma placa de diluição. Aos micropoços da placa previamente 

sensibilizados com anticorpos anti-Cryptosporidium, foi adicionado 100µL das amostras 

diluídas, tendo um controle negativo e um positivo, ambos fornecidos pelo fabricante. Após 

incubação por 60 minutos à temperatura ambiente, os micropoços foram lavados cinco vezes 

com solução de lavagem previamente diluída e invertidos em um papel absorvente para 

remoção do excesso de solução de lavagem e resíduos. Após este procedimento, foi adicionado 

duas gotas de conjugado (anticorpos anti-Cryptosporidium conjugados com peroxidase) a cada 

micropoço, seguido de incubação por 30 minutos à temperatura ambiente e posteriormente foi 

realizado nova lavagem. Logo após, duas gotas de cromógeno Tetrametilbenzidina (TMB) foi 

adicionado a cada micropoço e incubado por 10 minutos, em seguida foi adicionado duas gotas 

da solução de bloqueio contendo ácido fosfórico. A leitura da reação foi realizada 5 minutos 

após a adição da solução de bloqueio.  

A interpretação dos resultados foi realizada mediante a avaliação da densidade óptica 

(DO) das amostras utilizando o Leitor Automático de Microplacas (Testline Elx800) com filtro 

de 450/630 nm. O material avaliado visualmente foi considerado positivo para a presença de 

antígenos de Cryptosporidium spp. quando apresentou leitura de absorbância igual ou superior 

a 0,08 DO. 

 

4.2.3. Método molecular 

4.2.3.1. Extração do DNA genômico 

 A extração de DNA foi realizada no Laboratório de Pesquisa Clínica em 

Dermatozoonoses em Animais Domésticos- INI – FIOCRUZ, utilizando a plataforma de 

extração automatizada QIAcube com o kit comercial “QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit” 

(Qiagen), seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente, 1000µL do tampão 

Inhibitex foi adicionado a cerca de 200µL em cada amostra, em seguida utilizou-se vortex por 

um minuto e levado ao banho seco a 95°C por 5 minutos. Posteriormente utilizou-se vortex por 

15 segundos seguido da centrifugação por um minuto a 14.000 rpm.  Após este procedimento, 

200µl do sobrenadante foi transferido para tubo RB e colocado na QIAcube para extração 
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automatizada. Ao final da extração, as amostras foram eluídas em 200 μl de tampão AE 

(fornecido pelo fabricante) e armazenadas a -20°C. 

 

 4.2.3.2. Quantificação de DNA por fluorimetria 

Esta técnica permite a quantificação de DNA utilizando corantes fluorescentes, que são 

detectados pela plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen®) quando utilizado o kit 

Qubit® dsDNA HS Assay, seguindo as instruções do fabricante. 

Para a quantificação, inicialmente são realizadas curvas utilizando os dois padrões do 

kit, sendo que um representa o menor ponto da curva (padrão 1) e o outro o maior (padrão 2). 

A solução de trabalho foi preparada em um microtubo, utilizando-se 199 μL de tampão Qubit 

e 1 μL de reagente Qubit para cada amostra. Para a preparação dos padrões da curva (padrão 1 

e padrão 2) foram adicionados 190 μL da solução de trabalho e 10 μL do padrão 1 ou 2, 

respectivamente, sendo as preparações homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente 

por dois minutos. Para a quantificação das amostras, foram adicionados 199 μL da solução de 

trabalho e 1 μL da amostra de DNA a ser quantificada e incubada a temperatura ambiente por 

dois minutos. Após a leitura no fluorímetro, a concentração de DNA em nanogramas por 

microlitro (ng/ μL) será definida através da curva-padrão, sendo os valores registrados. O limite 

de detecção desta metodologia foi de 0,0005 ng de DNA em 1 μL. 

 

4.2.3.3. PCR quantitativo - Protocolo de amplificação de DNA   

Para a amplificação por PCR quantitativo, utilizou-se a plataforma StepOne™ (Applied 

Biosystems®) e sonda de hidrólise TaqMan® MGB. Com a finalidade de reconhecer a região 

conservada do gene 18S rDNA Cryptosporidium spp., utilizando primers CRU18S Forward 

GAG GTA GTG ACA AGA AAT AAC AAT ACA GG e Reverse CTG CTT TAA GCA CTC 

TAA TTT TCT CAA AG e a sonda TAC GAG CTT TTT AAC TGC AAC AA, descritas por 

Hadfield et al. (2011). 

As reações foram realizadas num volume final de 25 µL, sendo 4 µL de amostra e 21 

µL da mistura de reação, que continha 12,5 µL do reagente Universal Mastermix (Perkin-Elmer 

Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 1,5 µL dos iniciadores CRU18S a 900nM, 2,5 µL 

da sonda a 200nM e 3 µL de soro albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) numa 

concentração de 400ng/µL, segundo Hadfield et al. (2011) e Staggs et al. (2013). 

As reações foram realizadas em placa de 48 poços (Applied Biosystems), vedada com 

filme adesivo (Applied Biosystems) após a pipetagem da reação, utilizando o seguinte 
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protocolo de amplificação: 1 ciclo de 50°C por 2 minutos, 1 ciclo de desnaturação a 95°C por 

10 minutos e 55 ciclos de desnaturação a 95°C por 10 segundos e de anelamento/extensão a 

60°C por 1min, segundo Hadfield et al. (2010).  

Em cada placa de amplificação foi utilizado controles positivos e negativos e o ciclo de 

quantificação (Cq) ou threshold foi fixado em 0,02. Considerando positiva as amostras cujo o 

gráfico de amplificação ultrapassou o limiar threshold de 0.02 e apresentaram curva típica de 

amplificação (fase linear, exponencial e platô). 

 

4.2.3.4. Teste de inibição 

A fim de identificar a presença de inibidores na reação, um teste foi realizado em todas 

as amostras negativas pela qPCR. Foi utilizado o mesmo ensaio para detecção com qPCR, 

contendo o par de iniciadores e sonda pré-definidos, num volume final de reação de 29 µL, 

contendo 4 µL de DNA da amostra negativa na qPCR, 4 µL de DNA de amostra 

Cryptosporidium spp. positiva e 21 µL de mistura de reação composta de 12,5 µL de Universal 

Mastermix, 1,5 µL dos iniciadores CRU18S a 900nM, 2,5 µL da sonda a 200nM e 3 µL de soro 

albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) a 400ng/ µL. As amostras de DNA que 

apresentaram amplificação foram consideradas positivas e livre de inibidores. 

 

 

4.3. ASPECTOS ÉTICOS 

O presente estudo está arrolado aos projetos de pesquisa “Diagnóstico da infecção por 

tripanossomatídeos em mamíferos potenciais reservatórios no Brasil”, sob a coordenação do 

Dr. André Luiz Rodrigues Roque, do Instituto Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ , para captura 

de animais silvestres,  aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob licença 

LW-81/12 (ANEXO 1), pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA) (licença nº 13373-1) e Instituto Estadual do Ambiente (INEA), licença 

de coleta no Parque Estadual da  Pedra  Branca número 020/2011;  projeto “Programa de 

Manejo da Fauna Silvestre e Controle de Zoonoses no Campus Fiocruz da Mata Atlântica”, sob 

coordenação do Dr. Fabiano Borges Figueiredo, do Instituto Nacional de Infectologia Evandro 

Chagas - IPEC/FIOCRUZ, aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob 

as licença LW-7/15 (ANEXO 2) para Canis lupus familiaris e LW-22/15 (ANEXO 3) para 

Gallus gallus domesticus. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Os resultados e discussões foram apresentados em forma de dois artigos. O primeiro 

artigo será submetido à Revista Brasileira de Parasitologia Veterinária e o relato de caso, 

submetido à Revista Acta Tropica. 

 

5.1. ARTIGO   

Ocorrência de Cryptosporidium spp. em animais domésticos de área antropizada 

da Mata Atlântica, município do Rio de Janeiro. 

 

Marques, M; Bonfim, T. C. B.; Campos, M.; Laurentino-Silva, V.; Ornellas, R. 

O.; Figueiredo, F. B. 

 

Resumo 

Cryptosporidium é um protozoário de importância em saúde pública, que possui potencial de 

infectar os seres humanos e diferentes espécies de animais, através da transmissão por meio da 

água e alimentos infectados com oocistos. Este estudo foi conduzido para avaliar a ocorrência 

de Cryptosporidium em animais domésticos (cães e galinhas de capoeira) provenientes de área 

de Mata Atlântica no Rio de Janeiro, utilizando a análise fecal através da detecção de 

coproantígeno por ELISA e o método molecular PCR quantitativo. Neste estudo, foram 

analisadas 50 amostras fecais, sendo 46 amostras individuais de cães domésticos (Canis lupus 

familiaris) e quatro pools de fezes de galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus) de 

diferentes propriedades. Foram detectados coproantígenos em 6,52% (3/46) das amostras 

caninas analisadas, sendo que nas amostras de galinhas não houve detecção. Pela técnica qPCR, 

cinco amostras de cão 10,86%(5/46) e três pools de galinhas de capoeira 75%(3/4) foram 

positivas, correspondendo a 16% das amostras avaliadas. A técnica qPCR apresentou maior 

eficácia na detecção do Cryptosporidium, quando comparada a técnica ELISA. Esses resultados 

sugerem um potencial risco de contaminação ambiental e infecção para a população local.   

 

Palavras-chave: Aves de capoeira, cães, Cryptosporidium spp., ELISA, Mata Atlântica, PCR 

quantitativo. 
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Abstract   

Cryptosporidium is a protozoan of importance in public health, which has the potential to infect 

humans and different animal species, known by transmission through food and water infected 

with oocysts. This study was conducted to evaluate the occurrence of Cryptosporidium in 

domestic animals (dogs and poultry chickens) from Atlantic Forest in Rio de Janeiro, using 

fecal analysis by coproantígeno detection by ELISA and molecular method quantitative PCR. 

In this study, 50 fecal samples were analyzed, and forty six individual samples of domestic dog 

(Canis lupus familiaris) and four pools of stool poultry chickens (Gallus gallus domesticus) of 

different properties. Coproantigens were detected in 6.52% (3/46) of canine samples analyzed, 

where in the samples of chickens was not detected. For the qPCR technique, five dog samples 

10.86% (5/46) and three pools of farmyard chickens 75% (3/4) were positive, corresponding to 

16% of the samples. The qPCR was more efficient technique for the detection of 

Cryptosporidium compared to ELISA. These results suggest a potential risk of environmental 

contamination and infection for the local population. 

 

Keywords: Atlantic Forest, Cryptosporidium spp., dogs, ELISA, Poultry chicken, quantitative 

PCR. 

 

Introdução 

Cryptosporidium spp. possui a capacidade de infectar diferentes espécies de 

hospedeiros, incluindo os seres humanos, causando a criptosporidiose, doença emergente 

relatada em países desenvolvidos e em desenvolvimento (XIAO; FENG, 2008). Os animais 

domésticos são comumente parasitados, podendo desempenhar um importante papel na 

transmissão zoonótica (RYAN, 2012). 

A ocorrência da infecção por Cryptosporidium spp. em cães e galinhas domésticas no 

Brasil ainda é pouco conhecida. Na criptosporidiose em cães, a sintomatologia é restrita ao 

sistema gastrointestinal, caracterizando-se por diarreia, anorexia e perda de peso (SCORZA; 

TANGTRONGSUP, 2010). Porém, em aves pode ocorrer o acometimento não somente do 

sistema gastrointestinal, como também do sistema respiratório, sendo os sintomas comuns a 

sinusite, letargia, anorexia, tosse, espirros, dispneia, conjuntivite, redução no ganho de peso 

corporal, podendo levar a óbito (SRÉTER; VARGA, 2000). 
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A transmissão em seres humanos e animais ocorre por via feco-oral, normalmente por 

meio da ingestão de qualquer material contaminado com fezes contendo o oocisto (forma 

infectante) em concentração suficiente para causar infecção (SMITH et al., 2006; CACCIO; 

POZIO, 2001). Pode ser transmitido de forma direta, por meio do contato pessoa-pessoa, 

animal- pessoa e animal-animal, ou de forma indireta por ingestão de água potável ou recreio 

(piscinas e lagos) e alimentos infectados (FAYER; MORGAN; UPTON, 2000; SMITH et al., 

2007).  

No painel mundial, o Cryptosporidium é um dos principais agentes etiológicos 

causadores de gastroenterite em crianças menores de cinco anos de idade e indivíduos 

imunodeficientes, principalmente portadores da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(SIDA) (BARTLER et al., 2013; EDVISSON et al., 2009; YOUSSEF et al., 2008). Surtos de 

criptosporidiose vêm ocorrendo em todo o mundo, principalmente por veiculação hídrica (fonte 

de água potável ou de recreio) e alimentar (produtos frescos, suco de fruta e leite), como 

também pelo contato com animais de fazenda durante visitas (BALDURSSON; KARANIS, 

2011; SMITH; NICHOLS, 2010; HUNTER et al., 2006; ROSE; SLIFKO, 1999).  

Das espécies descritas, o Cryptosporidium parvum e C. hominis são responsáveis pelo 

maior número de casos de criptosporidiose relacionados aos seres humanos, e outras espécies 

são descritas esporadicamente, como o C. meleagridis, o C. felis, o C. canis e o C. cuniculus, 

(XIAO et al., 2001; XIAO; FENG, 2008).  

A infecção tende a ser mais frequente em países em desenvolvimento, principalmente 

em locais com falta ou precariedade de saneamento básico e infraestrutura urbana, muitas vezes 

relacionado ao baixo padrão de higiene (HUANG; WHITE, 2006; YOUSSEF et al.,2008). 

O presente estudo possui o objetivo de investigar a ocorrência de Cryptosporidium spp. 

em animais domésticos (cães e galinhas capoeira) encontrados no Campus Fiocruz da Mata 

Atlântica (CFMA), área antropizada da Mata Atlântica, município do Rio de Janeiro, utilizando 

método imunoenzimático-ELISA e PCR quantitativo. 
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Materias e métodos 

Área de estudo 

As amostras fecais foram coletas dos animais encontrados CFMA. O CFMA é uma área 

composta por 5 milhões de metros quadrados, localizado na região de Jacarepaguá, zona oeste 

da cidade do Rio de Janeiro. Composta por grande extensão da Mata Atlântica, área de 

preservação ambiental, entre o Maciço da Pedra Branca e do Maciço da Tijuca. A região sofre 

influência da ação do homem, sendo detectado desmatamento e invasões em área de mata. As 

comunidades instaladas próxima a borda da mata, não possuem infraestrutura urbana, 

saneamento básico e tratamento de água, vivendo precariamente. É comum a presença de 

animais de companhia e de criação transitando livremente pelas comunidades, assim como a 

presença de animais silvestres peridomicílio (FIOCRUZ, 2004). 

 

Grupo amostral e coleta de amostras 

Foram estudadas 50 amostras de fezes, coletadas entre 2014 e 2015, sendo 46 amostras 

fecais individuais de cães domésticos (Canis lupus familiaris) e 4 amostras de pool de fezes de 

galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus), coletadas por conveniência frente aos animais 

encontrados no momento das visitas aos domicílios.  

As amostras fecais de cães domésticos foram coletadas por via retal, de animais adultos 

e aparentemente saudáveis. As amostras de galinha foram coletadas aleatoriamente das fezes 

depositadas sobre o chão da área de pernoite dos animais, forrado com plástico do entardecer a 

manhã do dia seguinte, em um pool de cinco fezes cada, contendo em média 3g. Todas as 

amostras foram coletadas em frascos estéreis, refrigeradas durante o transporte e congeladas a 

-20°C até o processamento. 

As amostras foram descongeladas, homogeneizadas com água destilada e filtradas com 

auxílio de gaze para retirada de resíduos grosseiros.  Após a filtragem, as amostras foram 

centrifugadas para concentrar durante 10 minutos a 402,4 xg. O sobrenadante foi desprezado e 

o sedimento separado em tubos de polipropileno estéreis para realização das técnicas ELISA e 

qPCR.   

 

Ensaio Imunoenzimático (ELISA)  

A detecção de antígenos de Cryptosporidium spp. em amostras fecais foi realizada 

através da utilização de um kit ELISA comercial “Cryptosporidium stool antigen detection” (© 

IVD Research, Inc., Carlsbad, CA, EUA), seguindo as recomendações do fabricante.  
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PCR quantitativo (qPCR) 

Para o ensaio molecular, o DNA foi extraído utilizado a plataforma automatizada 

QIAcube (Qiagen, Hilden, Germany) com o kit comercial “QIAamp® Fast DNA Stool Mini 

Kit” (Qiagen), seguindo as recomendações do fabricante. 

O ensaio qPCR utilizado neste estudo foi baseado na metodologia descrita por Hadfield 

et al. (2011) e Staggs et al. (2013). O gene alvo 18S SSU rRNA foi usado para detecção de 

Cryptosporidium spp., mediante a utilização dos primers CRU18S Forward GAG GTA GTG 

ACA AGA AAT AAC AAT ACA GG e Reverse CTG CTT TAA GCA CTC TAA TTT TCT 

CAA AG e a sonda de hidrólise TaqMan® MGB TAC GAG CTT TTT AAC TGC AAC AA. 

A solução de reação foi preparada contendo 12,5 µL do reagente Universal Mastermix (Perkin-

Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 1,5 µL dos iniciadores CRU18S a 900nM, 

2,5 µL da sonda a 200nM e 3 µL de soro albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) numa 

concentração de 400ng/µL. As reações da qPCR foram realizadas em um volume 4 µL de 

amostra e 21 µL da mistura de reação, totalizando um volume final de 25 µL. 

Para amplificação, utilizou-se a plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®) e o 

seguinte protocolo de amplificação: um ciclo de desnaturação a 95°C por 10 minutos e 55 ciclos 

de desnaturação a 95°C por 15 segundos e de anelamento/extensão a 60°C por 1min. Todas as 

amostras foram testadas em triplicata. Em cada placa de amplificação foi utilizado controles 

positivos e negativos e o Threshold foi fixado em 0,02.  

As amostras negativas na qPCR passaram por teste de inibição, onde foi utilizado o 

mesmo ensaio de detecção qPCR, contendo o par de iniciadores e sonda pré-definidos, num 

volume final de reação de 29 µL, contendo 4 µL de DNA da amostra negativa na qPCR, 4 µL 

de DNA de amostra positiva de Cryptosporidium spp. e 21 µL de mistura de reação semelhante 

ao usado no ensaio qPCR. As amostras de DNA que apresentaram amplificação foram 

consideradas positivas e livres de inibidores. 

      

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

  

Resultados 

No presente estudo, com base na detecção de coproantígenos pela técnica de ELISA de 

46 amostras caninas e 4 pools de fezes de galinha de capoeira, o Cryptosporidium foi detectado 

somente em 6,52% (3/46) das amostras caninas. 

Utilizando a técnica qPCR, 10,86%(5/46) das amostras caninas e 75%(3/4) pools de 

galinhas domésticas foram positivas, equivalendo a 16% das amostras avaliadas. As curvas de 

amplificação das amostras apresentaram Cq ≥ 47, variando entre 47,4 a 52,8. 

Das três amostras de cão positivas no ELISA, duas amostras apresentaram divergência 

na qPCR, apresentando negatividade.  

No teste de inibição, não foi possível detectar inibição nas amostras testadas. 

 

Discussão  

O estudo forneceu introspecções sobre epidemiologia de Cryptosporidium spp. em cães 

domésticos (Canis lupus familiaris) e galinhas de capoeira (Gallus gallus domesticus) 

encontrados em área da Mata Atlântica em constante influência antrópica.  

Pesquisas de coproantígenos por meio de ensaios comerciais imunoenzimático ELISA 

e técnicas em biologia molecular são amplamente utilizados para o diagnóstico de 

Cryptosporidium spp., apresentando alta sensibilidade e especificidade em análise de amostras 

fecais (GIADINIS et al., 2012; SAEED; AHMAD, 2013).   

Duas amostras caninas positivas no ELISA mostraram-se divergentes em relação ao 

resultado da qPCR. A discordância do resultado pode ter ocorrido devido a permanência de 

antígenos e a inexistência de oocistos íntegros nas fezes, podendo caracterizar resultados falsos-

positivos (JOHNSTON, S. P. et al., 2003). Newman (1993) e colaboradores encontraram 

resultados semelhantes em uma criança que se recuperava da doença, possivelmente em 

decorrência da debelação da infecção pelo hospedeiro. O teste de inibição descartou a presença 

de inibidores nas amostras fecais que pudessem interferir no resultado da qPCR. Entretanto, 

não foi realizado teste para avaliação da integridade do DNA, o que poderia estar influenciando 

no resultado, acarretando falso-negativos. O presente estudo não analisou a concentração de 

oocistos nas amostras ou a integridade dos mesmos.  

 A análise também apresentou quatro amostras negativas no ensaio imunoenzimático, 

que foram positivas na qPCR. A baixa detecção de coproantígeno de Cryptosporidium spp. no 
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ELISA, provavelmente devido ao número reduzido de oocistos presentes nas amostras, uma 

vez que a maioria dos animais são assintomáticos ou podem estar em remissão da infecção, 

podendo apresentar liberação reduzida de oocistos nas fezes, o que limitaria a detecção de 

coproantígenos (MCLAUCHLIN et al., 2003). Coletas consecutivas de no mínimo três dias 

poderiam diminuir o viés de falso-negativo dos métodos de diagnóstico, uma vez que a 

eliminação de oocistos pelo hospedeiro tende a ser intermitente (VAN GOOL et al., 2003).  A 

variedade de espécies descritas possivelmente pode interferir na detecção de antígeno pelo 

ELISA, devido a variação antigênica entre essas, visto que as mesmas podem apresentar 

antígenos não detectáveis pelos anticorpos monoclonais utilizados nos kits comerciais 

desenvolvidos para detecção de criptosporidiose em humanos (CHALMERS; KATZER, 2013; 

DA SILVA et al., 2012).  

A maior positividade do ensaio qPCR possivelmente ocorreu pela utilização do sistema 

TaqMan® MGB, que confere ao ensaio uma maior precisão na detecção da sequência alvo 

(KUTYAVIN et al., 2000; MARY et al., 2013). No entanto, os primers genéricos utilizados em 

nosso ensaio podem não detectar todas as espécies de Cryptosporidium spp., podendo não 

apresentar qualquer homologia em sua sequência genérica com algumas espécies ou 

hibridização da sonda em todas as espécies descritas.  

No Brasil, Seva et al. (2010) em um estudo em área antropizada de Mata Atlântica no 

estado de São Paulo, encontrou frequência de positividade semelhante de 10,7% (3/28) em cães, 

utilizando nested-PCR. Em nosso estudo, foi elevada a positividade se comparada a detectada 

por Oates et al. (2012) de 1,1%(2/182) no estudo em área de transição na Califórnia (USA), por 

meio qPCR.  

Pouco se conhece sobre a ocorrência de Cryptosporidium spp. em galinhas de capoeira 

(Gallus gallus domesticus) de criação familiar no Brasil, os trabalhos restringem-se a centros 

comercias, sendo necessário maior estudo dos animais em ambiente de criação. 

Este estudo teve algumas limitações. As amostras das galinhas de capoeira foram 

coletadas em pools (5 amostras = 1 pool), devido à dificuldade de isolar individualmente os 

animais, que normalmente são criados livres, de modo que poderia superestimar a infecção nos 

animais individualmente. 

A escassez de infraestrutura básica nas comunidades que compõem o CFMA, somada a 

presença de animais domésticos e silvestres positivos para Cryptosporidium spp., pode ser um 

risco de contaminação ambiental e infecção para os moradores locais, visto que a população 

local vive em situação sanitária precária e sem tratamento de água.  
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A utilização de técnicas de biologia molecular torna o diagnóstico mais sensível e 

promove melhor entendimento da epidemiologia, sendo essencial para a compreensão da inter-

relação entre animal-homem-ambiente e padrões de transmissão do agente (PAINTER et al., 

2015). Para um melhor entendimento epidemiológico é necessário identificar as espécies 

circulantes na área e os animais, principalmente os silvestres, que possam agir como possíveis 

hospedeiros e fonte de contaminação. 
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5.2. RELATO DE CASO 

Primeiro relato de infecção em gambá-de-orelha-preta (Didelphis aurita) por 

Cryptosporidium spp. no Brasil.         

 

Marques, M.; Bonfim, T. C. B.; Campos, M; Cordeiro, J. L.; Gentile, R.; 

Figueiredo, F. B. 

 

Resumo 

A Mata Atlântica sofre constante degradação de sua área de floresta por influência de ações 

antrópicas, o que leva ao desequilíbrio na fauna e flora local, além de mudanças na ecologia de 

doenças zoonóticas. No presente estudo, buscamos investigar a ocorrência da infecção de 

Cryptosporidium spp. na espécie Didelphis aurita encontrada em área da Mata Atlântica do Rio 

de Janeiro, Brasil. Utilizando a técnica molecular qPCR foi possível detectar frequência de 

positividade de 80% (4/5) entre os animais. No entanto, estudos aprofundados são necessários, 

principalmente em relação ao hospedeiro e espécies do parasita circulante, para uma melhor 

compreensão da epidemiologia do parasita na área. 

Palavras-chave: Cryptosporidium spp., Didelphis aurita, Mata Atlântica, qPCR. 

 

Abstract   

The Atlantic Forest suffers constant degradation of their forest area under the influence of 

human activities, which leads to an imbalance in the local fauna and flora, as well as changes 

in the ecology of zoonotic diseases. In the present study, we sought to investigate the occurrence 

of infection of Cryptosporidium spp. in Didelphis aurita found in an area of the Atlantic Forest 

of Rio de Janeiro, Brazil. qPCR using the molecular technique was detectable positivity rate of 

80% (4/5) of the animals. However, extensive studies are needed, especially in relation to the 

host and parasite species circulating for a better understanding of the epidemiology of the 

parasite in the area. 

Keywords: Cryptosporidium, Didelphis aurita, Atlantic Forest, qPCR. 
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Introdução 

O coccídeo do gênero Cryptosporidium possui distribuição cosmopolita e infecta 

diferentes espécies de vertebrados, normalmente por meio da ingestão de água ou alimentos 

contaminados com oocistos (SMITH et al., 2007; TZIPORI; WIDMER, 2008). Várias espécies 

de animais silvestres vêm sendo identificados como possíveis reservatórios do Cryptosporidium 

spp. (RHYAN, 2010; THOMPSON; LYMBERY; SMITH, A, 2010). 

O gênero Didelphis é descrito como sendo infectado por diferentes agentes infecciosos 

que causam doenças de importância em saúde pública em toda América, tais como: 

Leishmaniose, Leptospirose, Salmonelose, Rickettsioses, Doença de Chagas, entre outras. 

Sendo assim possível fonte de infecção para  humanos, como descrito para as espécies 

Didelphis virginiana, D. albiventris e D. aurita (BHARTI et al., 2003; CARREIRA et al., 2012; 

CASAGRANDE et al., 2011). 

O contínuo processo de urbanização e expansão das atividades humanas sobre as áreas 

florestais desestruturam os habitats naturais, alterando os padrões de diversidade e abundância 

das espécies. Em ecossistemas perturbados e simplificados, poucas espécies de animais 

(generalistas/oportunistas) são favorecidas, possibilitando frequentemente, o incremento de 

suas densidades e a dispersão para áreas rurais e de peri-domicílio humano. Tais alterações na 

demografia das populações naturais, principalmente nas áreas de interface entre ambientes peri-

urbanos / rurais e ambientes silvestres influenciam diretamente na dinâmica natural de 

transmissão de ciclos silvestres de parasitos (KRUSE; KIRKEMO; HANDELAND, 2004), 

podendo trazer para o ambiente urbano parasitoses e viroses de ciclos silvestres desconhecidos 

do homem ou introduzir um ciclo silvestre de doenças originalmente humanas. 

A espécie Didelphis aurita Wied-Neuwied, 1826, (gambá-de-orelha-preta), endêmica 

da Mata Atlântica, um excelente exemplo deste processo de transformação da paisagem. É uma 

espécie generalista, que se adapta bem as áreas antropizadas (GENTILE; FERNANDEZ, 1999), 

e apresenta uma dieta bastante ampla e oportunista (LESSA; GEISE, 2010; SANTORI; ASTÚA 

DE MORAES; CERQUEIRA, 1995). É capaz de apresentar deslocamentos relativamente 

grandes (LORRETO; VIEIRA, 2005; SUNQUIST; AUSTAD; SUNQUIST, 1987), podendo 

desempenhar um papel importante na disseminação de patógenos (PINHO et al., 2000; VAZ; 

D'ANDREA; JANSEN, 2007)  

No Brasil, são poucos os estudos envolvendo a identificação de Cryptosporidium em 

áreas antropizadas próximas a remanescentes florestais, caracterizadas por elevada interação 

entre seres humanos, animais domésticos e silvestres.  
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Visando aumentar o conhecimento epidemiológico do Cryptosporidium spp. em áreas 

antropizadas, o presente estudo teve como objetivo investigar a ocorrência da infecção de 

Cryptosporidium spp. na espécie Didelphis aurita em uma região de contato entre o ambiente 

urbano e o natural, próxima ao maior fragmento florestal de Mata Atlântica do município do 

Rio de Janeiro, o Parque Estadual da Pedra Branca. 

 

Materiais e Métodos 

Para a captura dos animais do gênero Didelphis foi realizada uma expedição com 

duração de quatro noites consecutivas em ambiente antropizado da Mata Atlântica. O estudo 

foi realizado na região de Jacarepaguá, que constitui uma das principais zonas de expansão 

urbana no município do Rio de Janeiro (RJ). Representando assim um contexto de ocupação 

humana em borda de remanescentes florestais, de Mata Atlântica, com diferentes graus de 

antropização. Foram estabelecidos dois transectos lineares com 20 estações de captura, nas 

quais foram colocadas uma armadilha tipo Tomahawk do modelo 201 (40,64cm x 12,70cm x 

12,70cm) (Tomahawk®). Ambos os transectos foram dispostos em ambiente de peri-domicílio, 

ou seja, em fragmentos florestais antropizados nos arredores das habitações humanas.  

Os animais capturados passaram por triagem, sendo selecionados somente animais 

adultos, exceto fêmeas com filhotes. As amostras fecais foram coletadas diretamente da ampola 

retal durante a necropsia e colocadas em tubos de polipropileno estéreis 1,5ml, armazenadas 

em caixa térmica com gelo e posteriormente congeladas a temperatura -20ᵒC até a análise.  

Todos os procedimentos foram baseados em protocolos autorizados pelo Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (licença LW-81/12) 

e Instituto Estadual do Ambiente (INEA), licença de coleta no Parque Estadual da Pedra Branca 

número 020/2011. 

Visando a detecção de Cryptosporidium ssp. nas fezes desses animais foi realizado o 

PCR quantitativo (qPCR). O DNA foi extraído utilizado a plataforma automatizada QIAcube 

(Qiagen, Hilden, Germany) com o kit comercial “QIAamp® Fast DNA Stool Mini” (Qiagen), 

seguindo as recomendações do fabricante.  

A qPCR teve como alvo o gene SSU rRNA, sendo realizada com volume de 1,5 µL 

primers CRU18S Forward GAG GTA GTG ACA AGA AAT AAC AAT ACA GG e Reverse 

CTG CTT TAA GCA CTC TAA TTT TCT CAA AG na concentração 900nM e 2,5 µL sonda 

de hidrólise TaqMan® MGB TAC GAG CTT TTT AAC TGC AAC AA na concentração 

200nM, e 12,5 µL de 1x reagente Universal Mastermix (Perkin-Elmer Applied Biosystems, 
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Carlsbad, CA, USA), 3 µL de soro albumina bovina (BSA) (Sigma- Aldrich®) 400ng/µL e 4ul 

amostra de DNA. O protocolo de amplificação seguiu 1 ciclo de desnaturação a 95°C por 10 

minutos e 55 ciclos de desnaturação a 95°C por 15 segundos e de anelamento/extensão a 60°C 

por 1min, utilizando a plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®) (HADFIELD et al.2011; 

STAGGS et al. 2013). Foram utilizados controles negativos e positivos, todas as amostras foram 

testadas em triplicata e Threshold foi fixado em 0,02. 

As amostras negativas na qPCR passaram por teste de inibição, no qual foi utilizado o 

mesmo ensaio de detecção qPCR, contendo o par de iniciadores e sonda pré-definidos, com 

algumas modificações. A reação continha volume final de 29 µL, com 4 µL de DNA da amostra 

negativa na qPCR, 4 µL de DNA de amostra positiva de Cryptosporidium spp. e 21 µL do mix 

de reação semelhante ao usado no ensaio qPCR. As amostras de DNA que apresentaram 

amplificação foram consideradas positivas e livres de inibidores. 

                                                                                                   

Resultado e Discussão  

No Brasil a floresta de Mata Atlântica vem sendo degradada de maneira muito intensa, 

através de um processo de exploração extrativista e ocupação desordenada, sendo hoje o habitat 

mais afetado do nosso país, restando apenas poucos fragmentos de floresta remanescentes (SOS 

MATA ATLÂNTICA, 2014). Uma dessas áreas compõe o Parque Estadual da Pedra Branca, 

situado no município do Rio de Janeiro, local de trabalho do nosso estudo.  

Neste contexto, a presença de animais de companhia (cães e gatos) e de criação (equinos, 

bovinos, suínos, aves) soltos na proximidade do parque, proporciona um cenário de intensa 

interação entre humanos, seus animais e a fauna silvestre, compondo um ambiente favorável à 

transmissão de patógenos causadores de zoonoses (FIOCRUZ, 2004). 

Em nosso estudo, a partir de uma expedição em uma área antropizada do Parque, foram 

capturados cinco indivíduos adultos da espécie Didelphis aurita. Através da análise molecular 

qPCR, foi detectado DNA de Cryptosporidium spp. na amostra de fezes de quatro animais. A 

única amostra negativa não apresentou inibição no teste. A realização de teste de integridade 

do DNA torna-se necessário para descartar possíveis  resultados falso-negativos, entretanto, 

não foi possível avaliar a integridade do DNA neste estudo. 

Este é o primeiro relato de parasitismo por Cryptosporidium spp. na espécie Didelphis 

aurita no Brasil. Lolla e colaboradores (2009), não conseguiram detectar o parasita nessa 

espécie de hospedeiro por análise coproparasitológica em área em desmatamento no estado de 

São Paulo, sudeste do Brasil. Outras espécies do gênero Didelphis, como D. albiventris 
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(MÜLLER; PESENTI; MASCARENHAS, 2009; ZANETTE et al., 2008) já foi relatada 

parasitada por Cryptosporidium spp. na região sul do Brasil, por análise coproparasitológica, e 

D. virginiana (XIAO et al., 2002) na Califórnia, USA, por meio de nested-PCR. Entretanto, em 

nosso estudo, mesmo avaliando um pequeno número de indivíduos, foi possível confirmar a 

positividade em 80% (4/5) das amostras, o que sugere um grande potencial na transmissão 

zoonótica e de contaminação ambiental por essa espécie. 

É importante ressaltar que em nossa pesquisa foi utilizada a técnica qPCR com sistema 

TaqMan® MGB, descrita por muitos autores como uma ferramenta altamente sensível e 

especifica no diagnóstico de parasitos (CHALMERS; KATZER, 2013).  

Holsback e colaboradores (2013) obtiveram resultados negativos na detecção do 

Cryptosporidium spp. em gambá da espécie D. marsupialis por meio de análise 

coproparasitológica, o que poderia ser justificado pela ausência desse parasito nessa região ou 

pela baixa sensibilidade da ferramenta utilizada. 

No presente trabalho, não foi possível identificar as espécies de Cryptosporidium, o que 

pode ser explicado pela baixa carga parasitária nesses indivíduos que normalmente são adultos 

ou a não obtenção da quantidade necessária de amplicons para a realização do sequenciamento. 

Outro ponto importante é que sem essa caracterização não se pode excluir a possibilidade desses 

gambás estarem parasitados por espécies de Cryptosporidium potencialmente zoonóticas.  

A partir desses resultados torna-se importante a intensificação dos estudos relacionados 

a essa espécie de gambá parasitada por Cryptosporidium, avaliando a frequência dessa doença 

numa maior população, em diferentes regiões e se possível, com a caraterização das espécies e 

genótipos do parasita, podendo identificar espécies ainda não classificadas e a compreensão do 

potencial zoonótico. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 Constatou-se a ocorrência do Cryptosporidium spp. na área de estudo (CFMA), 

apresentando alta ocorrência de infecção em relação as aves e gambás, e relativa ocorrência em 

relação aos cães. 

 

 A técnica ELISA foi capaz de detectar a presença de coproantígenos nas fezes 

de cães e galinhas de capoeira. 

 

 A amplificação de gene-alvo do Cryptosporidium por PCR quantitativo em 

amostras fecais foi capaz de identificar o DNA do agente, em fezes de gambá, cão e galinha de 

capoeira. 

 

 O PCR quantitativo foi eficaz de detectar maior número de amostras positivas 

de Cryptosporidium, quando comparada ao ELISA, em fezes de cães e galinhas de capoeira. 
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