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1. Introducao

Exercendo um papel significativo no desenvolvimento econdmico do pais, a bovinocultura leiteira evoluiu
continuamente nas ultimas décadas, resultando no crescimento incessante da produgao (MAPA, 2018). De acordo com
o Censo Agropecuario de 2022, o efetivo bovino brasileiro corresponde a 234.352.649 cabegas, com um crescimento
20.543.204 de cabegas, quando com parado aos nimeros de 2018 (IBGE, 2022). Apesar de expressiva, diversos
problemas assolam essa cadeia produtiva, a exemplo das enfermidades parasitarias, doengas de alta frequéncia que
acarretam sérios danos a produgdo de leite (Ribeiro et al., 2011).

Dentre as parasitoses que acometem bovinos, a criptosporidiose tem destaque. E considerada uma enfermidade de
ocorréncia mundial, causada por protozoarios do género Cryptosporidium, que também habitam o trato gastrointestinal
de diversos hospedeiros (mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes), inclusive o homem (Rieux et al. 2013). Esses
parasitas entéricos afetam tanto individuos imunocompetentes como imunocomprometidos e sdo reconhecidos como
um importante agente etiologico da diarreia (Ryan et al. 2014). Em bovinos, as infecg¢des estdo relacionadas a fatores
como neonatalidade, apresentando-se como gastroenterite em bezerros, comprometimento imunoldgico, condigdes
precarias de manejo ¢ a linhagem animal, onde as maiores prevaléncias de Cryptosporidium spp. sdo diagnosticadas
em animais taurinos (Wegayehu et al., 2016). Cryptosporidium parvum é a unica espécie conhecida por causar doenga
clinica em bezerros naturalmente infectados, além de apresentar alto potencial zoondtico (Thomson et al., 2017) Em
humanos, grande parte dos casos de criptosporidiose é causada por C. parvum, em alguns casos também a infecgéo pela
espécie humana adaptada Cryptosporidium hominis, espécies essas que juntas chegam a ser responsaveis por mais de
90% dos casos humanos em todo o mundo (Chalmers et al., 2011).

Neste cenario, torna-se necessdria a realizagdo de pesquisas voltadas a detecgdo, prevaléncia e fatores de risco
associados a criptosporidiose em sistemas produtivos do Semidrido Brasileiro. Tais estudos sdo fundamentais para
subsidiar estratégias de controle mais eficazes e a adogdo de boas praticas de manejo sanitario, contribuindo para a
satide unica e o fortalecimento da pecuaria familiar nordestina. Devido a facilidade de transmissdo, capacidade
zoonotica e a diversidade de subtipos entre regides, tornam-se extremamente relevantes os estudos sobre o género
Cryptosporidium, sendo possivel compreender as infecgdes entéricas entre animais, atuando como possivel agente
causador das infec¢des em humanos. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia de
Cryptosporidium spp. e C. parvum encontrados em bovinos no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.

2. Materiais e métodos
2.1 Area do estudo

As coletas foram realizadas em fazendas criadoras de bovinos no Estado da Paraiba. As concentragdes de oocistos
foram realizadas no Laboratorio de Parasitologia Veterinaria (LPV) e as extragdes de DNA e analises moleculares no
Laboratério de Biologia Molecular (LabMol) do Instituto Federal de Educaggo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba
(IFPB), campus Sousa.

2.2 Delineamento amostral

Para a determinagdo do numero minimo de amostras a serem coletadas, foi utilizado o calculo para amostragem
aleatoria simples, de acordo com Thrusfield (2007):

n=(Z*>.P (1-P))/ &>
Onde:

n: namero de amostras; Z: valor de distribui¢do normal para o nivel de confian¢a de 95% (1,96); P: Prevaléncia
esperada de 50%; d: Erro amostral de 10%.

Com isso, 0 nimero minimo de amostras a serem coletadas era de 96. Entretanto, foram coletadas 120 amostras de
fezes de bezerros de até 30 dias de vida, em 39 propriedades de 12 cidades do Estado da Paraiba. Para aumentar a
distribuicdo espacial amostral, amostras de no maximo 5 bezerros foram coletadas por propriedade, visitando apenas
propriedades cuja atividade pecudria principal seja a produgdo leiteira.
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2.3 Colheita e processamento das amostras

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais, acondicionadas a vacuo,
individualmente, em sacos plasticos tipo zip lock devidamente identificados. As amostras foram resfriadas e
transportadas em isopor com gelo até o processamento laboratorial.

As amostras fecais foram processadas de acordo com Wells et al. (2016), em duas etapas. Etapa 1: o material fecal
foi diluido em uma solucdo acida, seguida por uma flutuacdo em solugdo salina e repetidas centrifugagdes para
concentrar os oocistos em pellet; Etapa 2: as amostras foram submetidas a ciclos de congelamento/descongelamento
de 10x em nitrogénio liquido antes do DNA ser extraido usando um protocolo de kit de tecido Macherey-Nagal,
modificado (NZ740952250, Macherey-Nagel, Duren, Alemanha).

2.4 PCR 18S nssm

A positividade das amostras foi determinada por meio da técnica de nested PCR multiplex espécie-especifica, que
amplifica a regido 18S do rDNA e permite a identificacdo da espécie bovina comum, C. parvum. Inicialmente, foi
realizada uma PCR primaria utilizando os primers AL1691 e AL1687. Em seguida uma nested PCR: uma reagio para
o género Cryptosporidium (com os primers AL1598 e AL3032) e outra especifica para a espécie C. parvum (com os
primers CphF e AL3032). Todas as amostras de DNA foram analisadas em duplicata, com um controle negativo, um
controle de extragdo de DNA e um controle positivo. As condi¢des de ciclagem foram de 3 minutos a 94°C, seguidos
de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C ¢ 1 minuto a 72°C. A extensao final foi de 7 minutos a 72°C
(Thomson et al., 2016).

Os produtos da nested PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com GelRed™
(Biotium) e observados em um transiluminador. Foram obtidos fragmentos de 840 pb para o género Cryptosporidium
e de 305 pb para a espécie C. parvum, confirmando a positividade das amostras (Thomson et al., 2016).

3. Resultados e discussiao

A taxa de positividade observada neste estudo foi de 15% (18/120) para Cryptosporidium spp., evidenciando a
significativa infeccdo por esse protozoario na populacdo analisada. Silva Junior et al. (2011) relataram uma taxa
superior, de 21%, em um total de 356 amostras. Esse valor elevado pode estar relacionado ao sistema de criagdo
adotado, ja que animais mantidos em regime de confinamento tendem a apresentar maiores taxas de infecgdo. De forma
semelhante, Feitosa et al. (2013) descreveram pela primeira vez a presenga de Cryptosporidium spp. em bezerros no
Nordeste do Brasil, com uma taxa de positividade de 16% para o género, valor préximo ao observado no presente
estudo.

A taxa de positividade para C. parvum foi de 5% (6/120), superior a observada por Cardoso et al. (2008), que
relataram 1,4%, e aos achados de Feitosa et al. (2013), que ndo identificaram animais positivos por meio do teste de
imunocromatografia. Esses resultados reforcam a maior sensibilidade e especificidade da PCR empregada neste estudo,
especialmente eficaz na detec¢ao de infecgdes subclinicas. Além disso, foi registrada uma taxa simultdnea de 4,2%
(5/120) de amostras positivas para o género Cryptosporidium spp. e espécie C. parvum, sendo uma amostra positiva
apenas para C. parvum. Esses resultados reforcam a eficacia da PCR espécie-especifica, especialmente considerando
resultados de Katiyar et al. (2023), onde a PCR demonstrou sensibilidade de 87,5% para C. parvum e 92,9% para C.
hominis, com uma especificidade de 100% para ambas as espécies.

Os resultados evidenciam a presenga de diferentes espécies do género Cryptosporidium na populagdo amostral,
sendo C. parvum uma das espécies identificadas. Sua deteccdo em 5% (6/120), das amostras ¢ particularmente
relevante, considerando o potencial zoondtico dessa espécie, frequentemente associada a casos de criptosporidiose em
humanos e em animais jovens, especialmente bezerros (Ryan et al. 2014).

Figura 1 — Prevaléncia de Cryptosporidium spp. e C. parvum em amostras de fezes de bovinos.

Numero de amostras %
Cryptosporidium spp. 18 15
C. parvum 6 5
Cryptosporidium spp. + C. parvum 5 42
Total de amostras 120 100

E importante destacar que a faixa etaria dos animais avaliados neste estudo, compreendida entre 0 e 30 dias de vida,
¢ semelhante a observada por Vargas Junior et al. (2014), cujo foco foi em animais entre 30 e 45 dias de idade. De
maneira geral, os estudos previamente citados também apontam maior frequéncia de resultados positivos em animais
com até 60 dias de vida. Esse padrdo etario recorrente pode estar associado a imaturidade do sistema imunoldgico nos
primeiros dias de vida, tornando os neonatos mais suscetiveis a infec¢des.
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5. Consideragoes finais

Os resultados deste estudo evidenciam a prevaléncia de Cryptosporidium spp. e, em especial, a detecgdo de C.
parvum, reforcando a importancia dessa espécie como agente predominante em infecgcdes em bovinos e como risco
zoondtico para os seres humanos. A alta sensibilidade e especificidade da técnica de PCR empregada conferem maior
confiabilidade aos achados, demonstrando sua eficicia na detec¢do de infecgdes subclinicas.
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