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RESUMO 
 
MARINÉ, Geisi Ferreira.  Estudo de Mexilhões Perna perna diagnosticados com 
Cryptosporidium spp. destinados ao consumo humano indicando contaminação ambiental. 
2012. 101 p. Tese (Doutorado em Ciências Veterinárias, Parasitologia Veterinária). Instituto 
de Veterinária, Departamento de Parasitologia Veterinária, Universidade Federal Rural do Rio 
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 
 
O gênero Cryptosporidium possui espécies capazes de infectar vários hospedeiros animais, 
tanto domésticos quanto silvestres e também o homem, sendo a única forma de transmissão a 
ingestão de oocistos, que pode ocorrer através da água e alimentos contaminados. Fontes de 
contaminação tais como a drenagem hídrica das fezes de animais, o uso de fertilizantes 
orgânicos e o lançamento de esgotos parcialmente ou não tratados favorecem a contaminação 
de vários ambientes aquáticos por este protozoário já que os oocistos são eliminados nas fezes 
dos hospedeiros. Nos mares a presença de Cryptosporidium spp. compromete a qualidade do 
pescado, como por exemplo mexilhões Perna perna presentes na costa brasileira. O trabalho 
teve como objetivos: diagnosticar e caracterizar geneticamente a(s) espécie(s) e/ou 
genótipo(s) de Cryptosporidium em mexilhões Perna perna extraídos de costões rochosos de 
duas localidades, Lage Preta e Praia do Saco, no Município de Mangaratiba, Estado do Rio de 
Janeiro; realizar o seqüenciamento e análises filogenéticas, incluindo o depósito das 
seqüências de Cryptosporidium no GenBank; correlacionar a presença do protozoário com o 
índice de precipitação pluviométrica da região e estabelecer possíveis riscos da ingestão dos 
mexilhões, através da identificação de genótipo(s) e/ou espécie(s) com potencial zoonótico. 
Foram realizadas coletas mensais de março de 2009 a fevereiro de 2010, totalizando 12 
coletas. A cada coleta foram separados 30 animais de cada local e divididos em três grupos 
com 10 animais cada, totalizando 72 amostras. Para as análises, o DNA extraído dos tecidos 
dos mexilhões foi utilizado na amplificação das seqüências do 18SSU rRNA através da técnica 
Nested-PCR. Para a identificação de espécies os amplicons foram seqüenciados. Durante 
todos os meses estudados foi possível diagnosticar amostras de mexilhões Perna perna 
positivas para Cryptosporidium de pelo menos um dos locais estudados. Foi possível a 
identificação de três espécies C. andersoni, C. meleagridis e C. parvum nas amostras obtidas 
de mexilhões dos dois locais, através da observação de similaridades quando comparadas às 
seqüências já existentes no GenBank. A análise estatística mostrou que não houve influência 
da chuva ou da falta desta sobre a positividade das amostras de mexilhões para 
Cryptosporidium, de ambos os locais. Com os resultados obtidos, conclui-se que há 
probabilidade de contaminação humana através da ingestão de mexilhões provenientes da 
região estudada. 
 
 
 
Palavras-chave: Cryptosporidium, mexilhão Perna perna, diagnóstico molecular, filogenia, 
epidemiologia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT  
 
MARINÉ, Geisi Ferreira.  Study Mussels Perna perna diagnosed with Cryptosporidium spp. 
intended for human consumption indicating environmental contamination. 
2012. 101p Thesis (Ph.D. in Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Institute of 
Veterinary, Department of Veterinary Parasitology, Universidad Federal Rural do Rio de 
Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 
 
The Cryptosporidium genus has species capable of infecting various host animals, both 
domestic and wild as well as man, and the only way to transmit the infective oocysts intake, 
which can occur through the contaminated food and water. Sources of contamination such as 
water drainage of the animal faeces, the use of organic fertilizers and the release of part or 
untreated sewage contamination favor of various aquatic environments by this parasite since 
the oocysts are eliminated in the feces of the host. In the seas the presence of Cryptosporidium 
spp. directly affects the quality of fish such as mussels present in the Brazilian coast and is 
therefore limiting the consumption of food. The study aimed to: diagnose and characterize 
genetically type (s) and / or genotype (s) of Cryptosporidium in mussels taken from rocky 
shores at two locations, Lage Preta and Saco´s Beach, in the Mangaratiba city, State of  Rio 
de Janeiro, performing the sequencing and phylogenetic analyzes, including the deposit of 
Cryptosporidium sequences from GenBank, to correlate the presence of the parasite with the 
index of rainfall in the region and to establish possible risks of eating mussels, by identifying 
the genotype (s) and / or specie (s) with zoonotic potential. Were collected monthly from 
March 2009 to February 2010 totaling 12 samples. During data collection, 30 animals were 
separated from each location and divided into three groups of 10 animals each, totaling 72 
samples. For the analyzes, the DNA extracted from tissues of mussels was used in the 
amplification of sequences 18SSU rRNA by nested-PCR technique. For species identification, 
the amplicons were sent for sequencing. During all the study samples was possible to 
diagnose mussels Cryptosporidium positive for at least one of the study sites. It was possible 
to identify three species C. andersoni, C. meleagridis and C. parvum in samples obtained 
from two locations of mussels, by observing the similarity when compared to existing 
sequences in GenBank. It is possible the occurrence of human cryptosporidiosis by the 
consumption of mussels, raw or partially cooked, from the city of Mangaratiba. Statistical 
analysis showed no influence of rain in positivity of the samples of mussels for 
Cryptosporidium. With these results we conclude that there is likelihood of human exposure 
through ingestion of mussels from the region studied. 
 
 
Key Word : Cryptosporidium, mussels, molecular diagnosis, phylogeny and epidemiology. 
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depositadas no GenBank de C. meleagridis, C. parvum e C. andersoni; respectivamente: 
AF112574, AF164102 e AY954885. Onde * indicam posições totalmente conservadas; : 
indica conservação entre os grupos de propriedades de forte semelhança; . indica conservação 
entre grupos de propriedades de fraca semelhança;               indica polimorfismo entre 
2 espécies;    indica polimorfismo entre as 3 espécies; bases em vermelho:  mudanças 
intraespecíficas; Bases em cinza: mudanças interespecíficas...................................................85 

        

 

 
 



1 
 

1 INTRODUÇÃO 
 

Nos últimos 20 anos o protozoário Cryptosporidium tem merecido especial atenção 

em várias regiões do mundo, por ser infectante para indivíduos que apresentam 

imunodepressão, como aqueles que sofreram transplantes de órgãos e ingerem drogas 

imunodepressoras por longos períodos e os portadores da Síndrome da Imunodeficiência 

adquirida Humana (SIDA).  

O gênero Cryptosporidium possui espécies capazes de infectar vários hospedeiros 

animais, tanto domésticos quanto silvestres e também o homem, sendo a única forma de 

transmissão a ingestão de oocistos infectantes, que pode ocorrer através da água e alimentos 

contaminados. A importância relativa à estas rotas de transmissão na epidemiologia da 

criptosporidiose não foi ainda totalmente elucidada, em grande parte devido ao fato de que as 

tradicionais ferramentas de diagnóstico não permitem a diferenciação entre as fontes de 

infecção do protozoário, além dos inquéritos epidemiológicos serem raros.  

A partir do surgimento e desenvolvimento das técnicas de biologia molecular têm sido 

possível diagnosticar e diferenciar Cryptosporidium em espécies, genótipos e subtipos 

oriundos de vários tipos de amostras. Essas ferramentas são cada vez mais utilizadas em 

estudos epidemiológicos da criptosporidiose em áreas endêmicas e epidêmicas, o que 

melhorou significativamente a compreensão da transmissão do protozoário tanto em humanos 

como nos animais. 

Fontes de contaminação tais como a drenagem hídrica das fezes de animais, o uso de 

fertilizantes orgânicos e o lançamento de esgotos parcialmente ou não tratados favorecem a 

contaminação de vários ambientes aquáticos por este protozoário já que os oocistos são 

eliminados nas fezes dos hospedeiros. Nos mares a presença de Cryptosporidium spp. afeta 

diretamente a qualidade do pescado, como por exemplo mexilhões Perna perna presentes na 

costa brasileira e sendo portanto limitante ao consumo como alimento.  

O aumento no consumo do pescado pela população brasileira levou ao conhecimento e 

aceitação de novos alimentos, por exemplo, os moluscos bivalves como ostras, mexilhões e 

coquiles, introduzindo-os no cardápio como fonte protéica e substituindo as carnes vermelhas.  

 Entre os maiores produtores mundiais de moluscos bivalves estão os países asiáticos 

como China e Japão, e europeus como Espanha e Itália. O Brasil é o segundo maior produtor 

de moluscos bivalves da América Latina (EPAGRI, 2009). Entretanto, ainda não existe 



2 
 

legislação federal que preconize os parâmetros de segurança alimentar para moluscos bivalves 

e suas análises obrigatórias. O Estado de Santa Catarina diante da necessidade como o maior 

produtor nacional de moluscos bivalves, desenvolveu um projeto para o Controle Higiênico e 

Sanitário de Moluscos Bivalves sendo realizado um monitoramento constante das regiões de 

cultivo através de análises tanto da água do mar quanto dos moluscos (EPAGRI, 2010).  

Em vários países do mundo têm sido realizadas diversas pesquisas no intuito de 

elucidar o envolvimento de espécies de moluscos bivalves como transmissores de 

protozoários ao homem através da capacidade concentrar em seus tecidos patógenos presentes 

na água. Tal capacidade, além de torná-los uma possível fonte de infecção ao homem, 

também permite a utilização como bioindicadores de contaminação fecal em ambientes 

aquáticos. Apesar de bioacumularem poluentes e patógenos do meio aquático, ao serem 

transferidos para áreas limpas, são capazes de depurar as substâncias concentradas em seus 

tecidos, viabilizando desta forma o cultivo, a comercialização e o consumo seguro de 

moluscos. 

 Nos últimos dez anos houve um crescimento tanto no número de moradores do 

Município de Mangaratiba, do Estado do Rio de Janeiro, quanto de novos pontos de 

comercialização de pescado nas proximidades da costa marítima, não havendo qualquer meio 

de tratamento do esgoto doméstico que é despejado no mar, o que indica a possível ocorrência 

de eutrofização, demonstrando que possivelmente muitos contaminantes estão sendo 

despejados nas águas das regiões de extração de mexilhões Perna perna.  

 Diante da escassez de dados sobre a ocorrência de Cryptosporidium spp. em moluscos 

bivalves do nosso litoral, inclusive devido à falta de um levantamento epidemiológico; se faz 

necessária a realização de uma investigação da possível contaminação desses moluscos no 

Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro, onde a malacocultura é praticada e vem 

se desenvolvendo.  

O trabalho teve como objetivos: diagnosticar e caracterizar geneticamente a(s) 

espécie(s) e/ou genótipo(s) de Cryptosporidium em mexilhões Perna perna extraídos de 

costões rochosos de duas localidades, Lage Preta e Praia do Saco, no Município de 

Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro; realizar o seqüenciamento e análises filogenéticas, 

incluindo o depósito das seqüências de Cryptosporidium no GenBank; estabelecer possíveis 

riscos da ingestão dos mexilhões, através da identificação de genótipo(s) e/ou espécie(s) com 

potencial zoonótico e correlacionar a presença do protozoário com o índice de precipitação 

pluviométrica da região. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Importância Econômica do Cultivo de Pescados 
 

A aquicultura tem sido considerada a atividade que mais cresce na indústria de 

alimentos devido tanto a impulsão governamental quanto tecnológica, no entanto, como na 

maioria das atividades de produção de alimentos humanos, suscita diversas questões 

relacionadas ao ambiente e a segurança dos consumidores. Para o seu desenvolvimento é 

necessário assegurar a sustentabilidade e o equilíbrio entre os riscos para a saúde pública ou 

ambiental considerando o benefício econômico.  

 A produção aquícola mundial dos principais grupos de espécies de animais aquáticos; 

moluscos, crustáceos, peixes marinhos e peixes de água doce, aumentou significativamente 

entre o período de 1970 a 2008 (Figura 1). Em 2008, a aquicultura gerou 76,4% da produção 

mundial dos peixes de água doce; 64,1 % dos moluscos e 46,4 % dos crustáceos (FAO, 2010). 

 

 

Figura 1: Gráfico de Tendências da produção aquícola mundial - Principais grupos de 
espécies (1970 – 2008) (Adaptado de EL ESTADO MUNDIAL DE LA PESCA Y LA 
ACUICULTURA, Departamento de pesca y Acuicultura de La FAO, Roma, 2010). 
 

No Brasil, a produção de pescado aumentou 25% nos últimos anos passando de 990 

mil toneladas anuais para 1.240.800 em 2009. A pesca extrativa, tanto marítima quanto 

continental (rios, lagos, etc) passou no mesmo período de 783.176 toneladas para 825.164 

toneladas/ano, um aumento em torno de 5,4% (MPA, 2010). 

 Entre os maiores produtores mundiais de moluscos bivalves, como ostras, mexilhões e 

vieiras, estão os países asiáticos como a China e o Japão e europeus como Espanha e Itália. O 

Brasil é o segundo maior produtor de moluscos bivalves da América Latina (EPAGRI, 2009), 

sendo o estado de Santa de Catarina responsável atualmente por 95% da produção nacional.   

Animais aquáticos 
Moluscos 
Crustáceos 
Peixes marinhos 
Peixes diádromos 
Peixes de água doce 

Milhões de toneladas 
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No Brasil, segundo as estatísticas pesqueiras da Secretaria Especial de Aquicultura e 

Pesca do Ministério da República (2005), a produção estimada de moluscos foi de 13.452,5 

toneladas/ano. 

Durante a década de 90 houve um aumento significativo no cultivo do mexilhão Perna 

perna (Linnaeus, 1758), atingindo a produção da ordem de 12.500 toneladas em 2000, o que 

colocou o país no segundo lugar na América Latina (CARVALHO FILHO, 2001). 

Estes números demonstram o potencial mundial inclusive o do Brasil quanto à 

produção de moluscos bivalves e a necessidade de se intensificar as pesquisas objetivando a 

qualidade do alimento sem apresentar ameaças à saúde pública através do seu consumo. 

Entretanto, ainda não existe legislação federal que preconize os parâmetros de segurança 

alimentar para moluscos bivalves e suas análises obrigatórias. Somente o Estado de Santa 

Catarina diante da necessidade como o maior produtor nacional de moluscos bivalves, possui 

legislação que preconiza o Controle Higiênico e Sanitário de Moluscos Bivalves. 

O governo federal após o conhecimento da demanda de uma legislação para o controle 

tanto dos cultivos quanto do processamento do alimento iniciou a criação de um programa 

nacional que abrangesse requisitos que garantissem a sanidade do alimento. O Programa 

Nacional de Controle Higiênico Sanitário de Moluscos Bivalves (PNCMB) surgiu da 

iniciativa conjunta entre os ministérios da Pesca e Aquicultura (MPA) e da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA).  O MPA estabelece critérios para a retirada dos moluscos 

bivalves do local de cultivo ou extração, baseados na análise de microorganismos 

contaminantes e biotoxinas marinhas. Enquanto o MAPA estabelece os requisitos de inspeção 

industrial e sanitária a serem cumpridos pelos estabelecimentos de processamento de 

moluscos. O MPA disponibilizou os requisitos do PNCMB para consulta pública de Maio a 

Julho de 2011. Atualmente encontra-se em fase de finalização para futura publicação.   

 

2.2 Mexilhão Perna perna (Linnaeus, 1758) 
 

 Na língua portuguesa, mexilhão ou mariscos são termos usados para denominar 

diversas espécies da família Mytilidae. São organismos que suportam grandes variações 

ambientais (ANDREU, 1976), possuem grande importância ecológica, sendo muito utilizados 

como indicadores biológicos no controle da qualidade da água (WINDDWS et al, 1995). São 

facilmente adaptáveis ao cultivo e representam uma importante fonte de alimento em vários 

países (FERNANDES, 1985). Eles possuem uma alta capacidade de retenção de nitrogênio, 
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sendo do ponto de vista nutricional, uma fonte protéica de excelente qualidade (ANDREU, 

1976), o que demonstra sua grande importância econômica. 

No mundo, existem várias espécies de mexilhões de importância econômica, sendo 

Mytilus edulis a espécie mais estudada. Neste trabalho, a espécie escolhida foi Perna perna, 

por ser a mais comum em nosso litoral, tanto em cultivos como extraídos de rochas naturais, e 

também devido ao aumento da aceitação por parte dos consumidores levando ao crescimento 

da consumo e comercialização. 

 

2.2.1 Classificação e Distribuição dos Mexilhões 
 

Pertencentes ao Filo Mollusca, os mexilhões apresentam a concha dividida em duas 

peças chamada valvas (Bivalves), conhecidos também por Lamelibrânquios por apresentarem 

brânquias em forma de lamelas ou ainda chamados de Pelecípodes por terem geralmente pés 

em forma de machado. Ostras e coquiles também fazem parte desta classificação.  

 Sistematicamente, o mexilhão é classificado como: Domínio: Eucária; Filo: Mollusca; 

Classe: Bivalvia Linnè, 1758; Ordem: Mytiloida Férursac, 1822; Família: Mytilidae 

Rafinesque, 1815; Gênero: Perna Retzius, 1788; Espécie: Perna perna  Linnè, 1758.  

 Os mexilhões são organismos cosmopolitas, dominantes em muitos ecossistemas 

costeiros (FERNANDES, 1985). A espécie geograficamente é encontrada nas regiões 

tropicais e subtropicais dos Oceanos Atlântico e Ìndico, como também em alguns pontos do 

mar mediterrâneo. Na América Central, estão presentes no Caribe. Na América do Sul são 

encontrados na Venezuela, Brasil e Uruguai (AVELAR, 1998). 

O Perna perna é uma espécie nativa do continente africano, sendo introduzida na 

América do Sul há mais de 200 anos. Acredita-se que a espécie veio do continente africano 

fixada em casco de navios negreiros durante o período da colonização do Brasil. Atualmente, 

os bancos naturais da espécie no Brasil ocorrem principalmente entre Espírito Santo e Rio 

Grande de Sul (RESGALLA Jr. et al., 2008).   

 

2.2.2 Biologia dos Mexilhões 
 

 A espécie Perna perna, como todos os mitilídeos, apresenta o corpo com profundas 

modificações de simetria, sendo a parte posterior desproporcionalmente maior que a anterior 

(SALAYA et al., 1973).  
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Seu corpo mole se comprime lateralmente em uma concha rígida, de duas partes 

(valvas), que se mantêm unidas por um ligamento situado na região dorsal da concha e pelos 

músculos adutores (anterior e posterior). O ligamento permite a abertura das valvas e os 

músculos são responsáveis por seu fechamento.  Nestes organismos a cabeça e os órgãos dos 

sentidos associados a ela, não estão presentes, com exceção da boca e dos palpos labiais. O 

pé, em forma de machado, é freqüentemente usado para cavar. Nesta espécie, uma parte do 

pé, secreta filamentos (bisso) que o prende ao substrato (BARNES, 1990). 

Os mexilhões se movimentam através dos seus pés podendo até se desprenderem 

completamente do substrato, como uma estratégia de sobrevivência, devido a força da tração 

do pé que leva ao rompimento do bisso (SANTOS, 1982).   

            As trocas gasosas dos bivalves acontecem através das brânquias, que possuem 

numerosos e finíssimos vasos sanguíneos. A água traz o oxigênio dissolvido, banha as 

brânquias e o oxigênio passa por difusão para o interior dos vasos sanguíneos (BERTULLO, 

1975). 

Apresenta um regime alimentar exclusivamente filtrador, com uma capacidade de 

bombeamento que pode variar de 0,5 a 5 litros/hora, dependendo das condições ambientais e 

do tamanho do indivíduo. Além da função respiratória, suas brânquias retêm os alimentos, 

constituídos basicamente de fitoplâncton, bactérias e detritos orgânicos (AVELAR, 1998). Os 

mexilhões não possuem capacidade seletiva na filtração dos alimentos, sendo a ingestão de 

partículas limitada pelo tamanho, variando de 1 µm até larvas de poliquetas de 4,2 mm de 

comprimento (FERNANDES, et al.,1978).  

As partículas de alimentos são envolvidas por um muco, produzido nas brânquias, e 

são transportadas até os palpos labiais, que selecionam e regulam a quantidade de alimento 

que passa para a boca. Nos mexilhões as bordas do manto se fundem, formando um sifão 

inalante (por onde entra uma corrente de água com alimento e oxigênio) e um sifão exalante 

(por onde sai a água com gás carbônico e excretas) (RUPPERT e BARNES, 1996). 

O Perna perna normalmente tem um crescimento mais rápido do que espécies 

originárias de clima temperado. Além disso, o crescimento destes mexilhões em bancos 

naturais varia de acordo com o tempo de imersão dos animais na lâmina d´água. Animais 

expostos periodicamente ao ar (região entremarés) crescem mais lentamente; tanto pelo 

estresse fisiológico como pela privação de alimento (RESGALLA Jr. et al., 2008). 
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Estes moluscos são dotados de um estômago, uma glândula digestiva (hepatopâncreas) 

e o intestino, que se abre pelo ânus (Figura 2). A maior parte da digestão é intracelular e 

ocorre dentro da glândula digestiva. Outra parte, extracelular, acontece dentro do estômago. A 

principal função do intestino é a eliminação das fezes (STORER e USINGER, 1976). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Aspecto geral da anatomia e organização interna do mexilhão (Adaptado: Série 
Manuais BMLP de maricultura, Cultivo de Mexilhões; Brazilian Mariculture Linkage 
Program – Programa Brasileiro de Intercâmbio em Maricultura, p. 6, 2003) 
 

2.2.3 Mitilicultura e Extrativismo 
 

No Brasil, as pesquisas em torno da mitilicultura ou cultivo de mexilhões iniciaram-se 

na década de sessenta, pelo Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo. Em 1972, 

no antigo Instituto de Pesquisa em Arraial do Cabo – RJ foram realizadas pesquisas, buscando 

uma tecnologia básica para a atividade (GOMES, 1996).  

A mitilicultura desenvolveu-se muito no Brasil durante os últimos anos, 

principalmente no Estado de Santa Catarina, onde a produção anual da espécie Perna perna 

obteve um significativo aumento, de 190 toneladas em 1990 para 9.460 toneladas em 1999 

(ROCZANSKI et al., 2000). A expansão dessa atividade motivou a entrada de inúmeras 

famílias de comunidades pesqueiras no processo produtivo, com reflexos positivos na 

economia regional e em toda a cadeia de produção.  
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O sistema de cultivo mais utilizado no Brasil é do tipo suspenso flutuante (“long-

line”), em que as cordas contendo os animais são presas a outra corda mestre que flutua na 

superfície com o auxílio de bóias (SANTOS, 2009).  

Segundo Marenzi (2005), a densidade ideal para o cultivo constituiu-se por poucas 

redes e fixadas dentro do primeiro metro da coluna d´água, onde o desenvolvimento foi 

maior. Para Armação do Itapocoroy em Santa Catarina, foi recomendado um período de 8 

meses de cultivo, onde o tamanho médio obtido foi 7 cm, sendo colhidos no final da 

primavera com o melhor rendimento. 

Atualmente, o cultivo de mexilhões é praticado no litoral brasileiro nos estados de 

Santa Catarina, do Espírito Santo, do Rio de Janeiro, de São Paulo e do Paraná, apresentando 

a taxa de crescimento de 22% ao ano (RESGALLA Jr. et al., 2008). Devido ao alto valor do 

produto e ao baixo custo de produção, a mitilicultura está entre diversos programas 

governamentais de desenvolvimento econômico e social (SANTOS, 2009).  

A grande maioria dos bivalves comercializados no Brasil é proveniente do ambiente 

natural, o que torna essa atividade economicamente importante, não somente pela força de 

trabalho, mas também na formação de renda do setor primário da economia (HENRIQUES et 

al., 2000). Os bancos naturais do mexilhão P. perna são explorados desordenadamente pelos 

extratores "marisqueiros" levando a sua depredação (HENRIQUES, 2004), causando 

impactos negativos na natureza, impedindo a sua fixação e desenvolvimento.  

A principal maneira de obtenção de moluscos da espécie Perna perna no Estado do 

Rio de Janeiro é através do extrativismo. A Associação Livre de Maricultores do Estado do 

Rio de Janeiro - ALMARJ, localizada em Jurujuba, é a principal responsável pelo 

beneficiamento do animal em alimento, comercializado pré-cozido e desconchado, embalado 

em polietileno (LAGE, 2006).  

O IBAMA levando em consideração principalmente a importância sócio-econômica 

que a mitilicultura exerce como mantenedora de inúmeras famílias, determinou a proibição 

anual da extração de mexilhão Perna perna nos costões naturais, no litoral dos estados do 

Espírito Santo, Rio de  Janeiro, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, no 

período de 01 de setembro a 30 de novembro e de 01 de janeiro a 28 de fevereiro de cada ano 

(BRASIL, 2003). 
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2.2.4 Perna perna: como alimento, bioindicador e veiculador de patógenos 
 

Os mexilhões também são fonte de alimento alternativo, quando a pesca artesanal não 

é bem sucedida. Por possuírem ampla distribuição geográfica, serem organismos dominantes 

e de bom crescimento representam uma importante fonte de alimento em muitas partes do 

mundo (RESGALLA Jr. et al., 2008).  

O Perna perna é chamado vulgarmente de “ostra de pobre”, sendo consumido cru ou 

cozido (SANTOS, 1982). Porém, também tem espaço na culinária sofisticada dos restaurantes 

a beira-mar constituindo pratos de alto valor do cardápio.   

No Brasil, a comercialização dos mexilhões se dava basicamente de duas maneiras: na 

concha ou desconchado, em embalagens plásticas de 500 gramas ou um quilograma. 

Atualmente com o aumento da competitividade entre os produtores ocorreu uma 

diversificação nas formas de apresentação do mexilhão para comercialização, através do 

processamento do produto e consequentemente agregando valor ao mesmo (SANTOS, 2009). 

Além da sua importância como alimento, mexilhões Perna perna são de grande 

relevância ecológica já que são organismos que suportam grandes variações ambientais 

(ANDREU, 1976), sendo utilizados como indicadores biológicos no controle da qualidade da 

água (WINDDWS et al, 1995).  

 Moluscos vêm sendo utilizados há décadas como bioindicatores de contaminação 

aquática por metais pesados e pesticidas (O'CONNOR, 2002). Atualmente, também são 

reconhecidos mundialmente como bioindicatores de contaminação aquática por bactérias de 

origem fecal, assim como vírus e protozoários (POMMEPUY et al., 2004). Portanto, a 

qualidade do alimento está diretamente vinculada à qualidade sanitária do ambiente aquático 

onde estão presentes, sendo cultivados ou fixados naturalmente nas rochas. O consumo de 

bivalves crus ou mal cozidos oriundos de regiões poluídas pode apresentar risco a saúde 

pública.   

O lançamento dos esgotos nas águas de reservatórios, lagos, rios e mar é a causa 

poluidora mais comum registrada no mundo inteiro (ORDÓÑEZ et al., 2005; 

REICHENHENBACH-KLINKE et al., 1982). 

A contaminação do ambiente marinho quer seja química ou microbiológica, 

principalmente em regiões de alta densidade demográfica; além de colocar em risco a saúde 

humana, pode causar danos às espécies presentes no habitat, como bivalves por exemplo. 
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Existem poucos estudos no Brasil sobre a qualidade microbiológica dos bancos 

naturais de moluscos e a influência da alteração de vários fatores bióticos e abióticos sobre os 

animais que vivem nesse ambiente (HENRIQUES, 2004). 

O hábito de consumo “in natura” de mexilhões, algumas vezes apenas levemente 

aquecidos para a abertura das valvas e a retirada do molusco, apresenta um risco à saúde. O 

cozimento é altamente recomendado para reduzir o número de microrganismos patogênicos 

quando presentes neste tipo de alimento (PEREIRA et al., 2004). 

Um dos mais importantes aspectos de um programa efetivo de monitoramento de 

riscos ao consumo de moluscos é a classificação de regiões de cultivo e de extração e a 

identificação da origem de fontes de contaminação (NSW Food Authority, 2010). 

Leal et al. (2011) através de diversos tipos de análises tanto de moluscos quanto da 

água demonstraram que a contaminação por Giardia parece ser freqüente, reforçando a 

importância do monitoramento contínuo de patógenos em todas as fases da produção. Além 

disso, a avaliação de fontes de poluição ou contaminantes fecais usando técnicas moleculares 

é extremamente necessária para uma melhor compreensão da contaminação ambiental e 

também como uma forma de prever com mais precisão os riscos reais à saúde pública. 

Durante o monitoramento da qualidade sanitária dos moluscos bivalves do litoral de 

São Paulo, diferentes patógenos foram detectados, tanto na água como nas ostras, na fase final 

da depuração, o que é um sinal preocupante. Entre todos os agentes patogênicos encontrados 

em ostras após o tratamento de depuração, Giardia foi o mais prevalente, já que 54,5% 

continham este parasita e cinco amostras foram confirmadas como Giardia duodenalis através 

de técnicas de biologia molecular (LEAL et al. 2011). 

 

2.3 Cryptosporidium spp. 
 

2.3.1 Histórico e Taxonomia 
 

  Ernest Edward Tyzzer, em 1907, fez a primeira descrição do gênero Cryptosporidium 

spp. O pesquisador encontrou o parasito em células epiteliais de estômago de camundongos e 

organismos similares em epitélio intestinal de coelhos o que o levou a denominar a espécie 

Cryptosporidium muris. A família Cryptosporidiidae foi estabelecida em 1911 por Leger e em 

1912, Tyzzer descreveu outra espécie do mesmo gênero, que parasitava as células intestinais 

de camundongos, denominando-a C. parvum. 



11 
 

A patogenicidade do gênero foi relatada pela primeira vez por Slavin, em 1955, que 

atribuiu a C. meleagridis a mortalidade de perus jovens de uma criação comercial e em 1971 o 

primeiro caso de infecção de um bezerro foi descrito despertando interesse pelo agente em 

medicina veterinária. 

Após a descoberta do gênero Cryptosporidium spp., alguns pesquisadores 

confundiram seus oocistos com esporocistos de Sarcocystis spp. Contudo, estudos 

ultraestruturais subsequentes reafirmaram que os estágios endógenos de Cryptosporidium sp. 

possuíam única organela de fixação. A partir do reconhecimento das diferenças entre 

Cryptosporidium spp. e Sarcocystis spp., o conceito de especificidade de hospedeiro foi 

aplicado ao gênero Cryptosporidium spp. Entretanto, foram nomeadas novas espécies de 

Cryptosporidium, com base unicamente no hospedeiro do qual se obtinha o material infectado 

e posteriormente, estas espécies foram consideradas inválidas devido à baixa especificidade 

do parasito ao hospedeiro (XIAO et al., 2004).  

Um assunto muito polêmico é a proximidade do gênero Cryptosporidium com a 

subclasse Gregarina (parasitos de invertebrados), baseada em algumas características 

morfológicas, biológicas e bioquímicas. Foram expostas evidências de que Cryptosporium 

spp. não são “coccidia” sensu stricto. Um trabalho de reação sorológica cruzada de 

Cryptosporidium com Monocystis sp (Gregarina) e de métodos moleculares mostra evidências 

de que eles possuem um ancestral comum (CARRENO et al., 1999; BARTA e THOMPSON, 

2006). As similaridades entre Cryptosporidium e Gregarina incluem o ciclo de vida 

monoxênico, oocistos com quatro esporozoítas e parede dupla, gamontes extracelulares e 

localização no trato gastrointestinal do hospedeiro (HIJAWI et al., 2004). 

Nos últimos anos, a caracterização molecular de Cryptosporidium ajudou a esclarecer 

a confusa taxonomia de Cryptosporidium que baseava-se nos dados morfológicos (FAYER, 

2004; XIAO et al., 2004). Essas ferramentas possuem a vantagem de poderem ser aplicadas 

diretamente à caracterização de oocistos recuperados a partir de amostras fecais ou 

ambientais.  

  Durante o 6º Encontro Internacional sobre Genética Molecular Evolutiva em 

Epidemiologia e Doenças Infecciosas, realizado no Instituto Pasteur em Paris em julho de 

2002, foi sugerido que a designação de espécies dentro do gênero Cryptosporidium deve 

atender aos seguintes requisitos básicos: a) Estudo morfométrico dos oocistos; b) 

caracterização multigênica com genes de segregação independentes, c) estudos de 
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especificidade do hospedeiro, naturalmente e experimentalmente, e d) o cumprimento ICZN - 

Código Internacional de Nomenclatura Zoológica (XIAO et al, 2004; FAYER, 2010).  

Com base nesses critérios, são reconhecidas e consideradas como válidas 22 espécies 

(FAYER e SANTIN, 2009; FAYER et al, 2010; ROBINSON et al 2010) (Tabela 1). Além 

disso, vários genótipos encontram-se com as classificações pendentes, o que indica que o 

gênero está em revisão constante (MARTINEZ et al, 2011). 

A análise de mais de 3.000 amostras permitiu identificar que C. parvum e C. hominis 

foram as espécies mais frequentemente assinaladas em humanos, e sua prevalência varia em 

diferentes partes do mundo (MORGAN-RYAN et al., 2002). Cryptosporidium hominis é mais 

comum na América do Norte, América do Sul, Austrália e África, enquanto C. parvum seria 

mais prevalente na Europa (SAVIOLI et al., 2006). 

A inabilidade de passagens contínuas de Cryptosporidium em culturas de células e a 

inabilidade de criopreservar os oocistos ou os estágios intracelulares são limitações, por 

exemplo, para desenvolver técnicas padronizadas de identificação. As proteínas de interesse 

do parasito só podem ser expressas em hospedeiros substitutos, como Toxoplasma gondii, 

bactérias ou leveduras (TZIPORI e WIDMER, 2008). Recentes desenvolvimentos no cultivo 

“ in vitro” têm revelado que Cryptosporidium pode completar seu ciclo de vida fora das 

células do hospedeiro 

Nos últimos 20 anos houve um período de rápida produção e acúmulo de dados sobre 

o gênero Cryptosporidium, muito se deve aos estudos moleculares. Genótipos de 

Cryptosporidium foram nomeados com base nas diferenças substanciais encontradas nas 

sequencias da menor subunidade do RNA ribossomal 18S (SSU RNAr 18S) ou em outros 

genes como a actina e proteína de choque térmico 70 kDa (PLUTZER e KARANIS, 2009). 

Esta nomeação de genótipos ocorreu após a análise filogenética ter eliminado a possibilidade 

das diferenças serem devido a heterogeneidade entre as cópias do gene. Cerca de 61 genótipos 

Cryptosporidium com status de espécie incerto foram encontrados com base nas seqüências 

SSU RNAr.  
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Tabela 1 - Espécies de Cryptosporidium consideradas válidas e as características 
morfométricas de seus oocistos. 
 

Ano Espécies Autor Localização Tamanho do 
oocisto(µm) 

1910 C. muris Tyzzer Estômago 
Intestino delgado 

8,4×6,3 

1912 C. parvum Tyzzer Intestino delgado 5,0×4,5 
1955 C. meleagridis Slavin Intestino delgado 5,2×4,6 
1971 C. wrairi Vetterling et al Intestino delgado 5,2×4,6 
1979 C. felis Iseki Intestino delgado 4,6×4,0 
1980 C. serpentis Levine Estômago 6,2×5,3 
1986 C. baileyi Current et al Bursa de Fabrícius 

Cloaca 
6,2×4,6 

1995 C. varanii Pavlasek et al Estômago 
Intestino delgado 

4,8×4,7 

2000 C. andersoni Lindsay et al Abomaso 7,4×5,5 
2001 C. canis Fayer et al Intestino delgado 4,95×4,71 
2002 C. hominis Morgan-Ryan et al Intestino delgado 4,9×5,2 
2002 C. molnari Álvarez-Pellitero y  

Sitja-Bobadilla 
Estômago 4,72×4,47 

2003 C. galli Ryan et al Proventrículo 8,2×6,3 
2004 C. suis Ryan et al Intestino Grosso 

Intestino delgado 
4,6×4,2 

2005 C. bovis Fayer et al Intestino delgado 5,0×4,5 
2008 C. fayeri Ryan et al Intestino delgado 4,9×4,3 
2008 C. fragile Jirku et al Estômago 6,2×5,5 
2008 C. ryanae Fayer et al Desconhecido 3,73×3,16 
2008 C. macropodum Power y Ryan Desconhecido 4,9×5,4 
2009 C. xiaoi Fayer y Santin Desconhecido 3,9×3,4 
2010 C. ubiquitum Fayer et al Desconhecido 5,19×4,87 
2010 C. cuniculus Robinson et al Intestino delgado 5,98×5,38 

Fonte: Adaptado de Martinez et al., 2011. 

 

Os genótipos de cervo, macaco, porco, gambá, cavalo, coelho e rato já foram 

encontrados em humanos (AJJAMPUR et al, 2007;. CAMA et al, 2003;. ROBINSON et al, 

2008;. SOBA et al, 2006;. XIAO et al, 2004). Estudos de transmissão cruzada têm 

demonstrado limitadas diferenças biológicas entre alguns dos genótipos, alguns dos quais têm 

mostrado oocistos com morfologia diferente de C. parvum (XIAO et al., 2004). 

A classificação taxonômica do protozoário Cryptosporidium sp.  segundo Levine et al. 

(1980) é: Reino Protista; Sub-reino Protozoa; Filo Apicomplexa Levine, 1970; Classe 

Sporozoa Leuckart, 1879; Subclasse Coccidia Leuckart, 1879; Ordem Eucoccidia Léger e 

Duboscq, 1910; Sub-ordem Eimeriina Léger, 1911; Família Cryptosporidiidae; Gênero 

Cryptosporidium. 

Estudos filogenéticos além da microscopia eletrônica levaram alguns autores a uma 

nova proposição taxonômica (ADL  et al., 2005). É uma proposta que difere da sistemática de 

Levine (1980), pois os autores adotaram um sistema hierárquico sem a designação formal em 
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classe, subclasse, super ordem ou ordem; apenas consideraram super grupos e grupos. Desta 

forma os eucariontes seriam classificados em seis grupos: (1) Opisthokonta, (2) Amoebozoa, 

(3) Excavata, (4) Rhizaria, (5) Archaeplastida e (6) Chromalveolata. Os autores acreditam que 

esta classificação seria mais útil e menos problemática que a tradicional. Como vantagens, 

mencionam o número limitado de nomes classificados e também a maior flexibilidade de 

modificação. No entanto, a classificação de Levine continua sendo a oficialmente adotada. 

A classificação taxonômica do protozoário Cryptosporidium sp. segundo Adl et al. 

(2005) é: Chromalveolata Adl et al., 2005; Alveolata Cavalier-Smith, 1991; Apicomplexa 

Levine, 1980, emend. Adl et al., 2005; Conoidasida Levine, 1988; Coccidiasina Leuckart, 

1879; Cryptosporidium. 

O gênero Cryptosporidium é considerado pertencente ao Filo Apicomplexa, porém, há 

controvérsias quanto a esta classificação. Apesar de várias características comprovarem tal 

fato, outras como o desenvolvimento e o ciclo de vida o tem classificado dentro da classe dos 

coccídios (FAYER e XIAO, 2008).  

 

2.3.2 Morfologia   
 

O gênero Cryptosporidium possui morfologia variável de acordo com os estágios 

evolutivos e entre as diferentes espécies. Em cortes histológicos, os parasitos aparecem como 

pequenos corpos basofílicos aparentemente aderidos à superfície das células, dando à borda 

das microvilosidades uma aparência granulada. A microscopia eletrônica tem confirmado que 

a sua localização é intracelular, porém extracitoplasmática (O'DONOGHUE, 1995).  

Existem dois tipos de oocistos: o primeiro tipo, aproximadamente 80% dos oocistos 

produzidos, possui paredes espessas e resistentes e são eliminados nas fezes, sendo 

responsáveis pela transmissão entre hospedeiros; já o segundo tipo, em torno de 20%, possui 

paredes delgadas e liberam os seus esporozoítos no intestino, responsáveis pela auto-infecção 

(AMARANTE, 1992; LALLO, 1996).  

A parede do oocisto possui uma camada interna e outra externa, com a ausência de 

esporocisto comumente encontrada em outros coccidios. Em uma das extremidades, o oocisto 

possui uma região de fragilidade que origina uma sutura e é através da abertura desta que os 

esporozoítas deixam o oocisto durante o desencistamento (REDUKER et al., 1985). 

Os esporozoítas e merozoítas de Cryptosporidium são similares aos dos outros 

coccidios, possuindo as organelas características do filo.  Desta maneira, estão presentes as 
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roptrias, micronemas, grânulos densos, núcleo, ribossomos, microtúbulos e o anel apical. 

Porém, outras organelas estão ausentes, como os anéis polares, mitocôndria, microporos e 

conóide. Esporozoítas e merozoítas são englobados pelas microvilosidades das células 

epiteliais, formando um vacúolo parasitóforo.  Ocorre a formação da organela de fixação ou 

alimentação por parte do parasito e da célula parasitada (FAYER et al., 1997).  

 Microgametócitos imaturos assemelham-se a esquizontes, porém eles contêm núcleos 

pequenos e compactos. Os microgametas possuem forma alongada (1,4 x 0,5µm em C. 

parvum), com a extremidade anterior achatada, sendo que há ausência de flagelos e 

mitocôndria.  Macrogametócitos de C. parvum medem aproximadamente 4- 6 µm e são 

esféricos a ovóides (FAYER et al., 1997). 

 

2.3.3 Ciclo biológico 
 

Cryptosporidium spp. possui ciclo monoxeno, tendo seis estágios de desenvolvimento 

no organismo, todos estes se desenvolvem infectando a célula do hospedeiro localizando-se 

em vacúolo parasitóforo. A localização do protozoário é extracitoplasmática e intracelular e se 

encontra nas microvilosidades das células epiteliais (SMITH, 1993).  

Após o desencistamento os esporozoítos são liberados do oocisto e parasitam as células 

epiteliais do trato gastrointestinal ou respiratório (Figura 3). Nessas células, os parasitas 

sofrem multiplicação assexuada (esquizogonia ou merogonia) e depois a multiplicação 

sexuada (gametogonia), produzindo microgametas e macrogametas. Em seguida da 

fecundação do macrogametas pelos microgametas, oocistos se desenvolvem e esporulam no 

próprio local de infecção. Dois tipos diferentes de oocistos são produzidos, depois da 

esporogonia: um de parede espessa, que é comumente excretado pelo hospedeiro e um de 

parede fina, que é envolvido na autoinfecção (PUTIGNANI E MENCHELLA, 2010).  
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Figura 3: Imagem do ciclo biológico de Cryptosporidium parvum, demonstrando todas as 
fases endógenas no epitélio intestinal (CHEN et al., 2002). 

 

 2.3.4 Especificidade por hospedeiro 
 

A existência de espécies ou genótipos adaptados a um hospedeiro específico indica 

que a transmissão cruzada de Cryptosporidium entre os diferentes grupos de animais é 

geralmente limitada. Cryptosporidium parvum tem recebido uma atenção maior por ser 

transmitido para outros hospedeiros além do hospedeiro original de sua descrição. Primeiro, 

pensava-se que C. parvum pudesse infectar várias espécies de animais, principalmente 

mamíferos. O uso das ferramentas moleculares provou a sua ineficiência em infectar 
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mamíferos selvagens. Atualmente, a comunidade científica concorda que esta espécie infecta 

primariamente ruminantes e humanos (Mendonça et al., 2007).  

No hospedeiro bovino foram registradas oito espécies de Cryptosporidium e um 

genótipo adicional infectanto este hospedeiro (SANTIN e TROUT, 2008), embora só quatro 

espécies sejam diagnosticadas rotineiramente, Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium 

bovis, Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium ryanae (anteriormente conhecido como 

o genótipo cervo-like) (FAYER et al, 2006, 2007, 2008; LANGKJAR et al, 2006; FENG et al, 

2007; BROOK et al, 2008; FELTUS et al, 2008; SANTI'N et al., 2004, 2008).  

A maioria dos métodos da PCR usa primers com regiões conservadas para todas as 

espécies de Cryptosporidium, apenas a espécie dominante em um hospedeiro é rotineiramente 

identificada. Assim, as infecções com várias espécies (infecções comcomitantes) se tornam 

difíceis de diagnosticar e as espécies com menor freqüencia não são detectadas (XIAO e 

RYAN, 2008).  

Infecções naturais por C. parvum foram encontrados ocasionalmente em outros 

mamíferos, como exemplos os camundongos e cães, apesar dos animais de companhia serem 

freqüentemente infectados com espécie específica (XIAO e FAYER, 2008). Desta forma, os 

cães são quase exclusivamente infectados com Cryptosporidium canis e gatos com C. Felis. O 

papel de cães e gatos na transmissão da criptosporidiose humana parece bastante limitado. De 

fato, infecções por C. canis e C. felis são raramente relatados em seres humanos, apesar de 

seu contato próximo ser generalizado.  

 

2.4 Criptosporidiose 

 
A criptosporidiose é conhecida por sua ocorrência tanto no homem como em animais, 

principalmente em imunocomprometidos (CRAWFORD e VERMUND, 1988). No entanto, a 

infecção pode ocorrer em indivíduos saudáveis, os quais apresentam um quadro clínico 

autolimitante. Isto torna preocupante a ocorrência de portadores assintomáticos para a saúde 

pública.  

Em 1976, dois relatos simultâneos de criptosporidiose em pacientes humanos 

imunocompetentes e com imunodepressão chamaram a atenção na medicina humana, pelo 

fato de o protozoário ainda não ter sido diagnosticado nesse hospedeiro (MEISEL et al., 1976; 

NIME et al., 1976). 
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A doença é caracterizada por diarréia, dores abdominais, febre baixa, fadiga, perda de 

apetite e de peso, náusea e vômito, além de outras manifestações clínicas que incluem 

colecistite, hepatite, pancreatite e problemas respiratórios. A susceptibilidade e a severidade 

da doença variam entre os indivíduos e dependem do seu estado imunológico e nutricional e 

exposição prévia (CURRENT, 1994). O período entre a ingestão de oocistos e o aparecimento 

dos sintomas é de 7 a 10 dias, podendo variar de 5 a 28 dias. 

Observa-se a forma aguda geralmente em crianças com menos de cinco anos de idade 

(GRIFFTHS, 1998), nesta faixa etária associada a episódios de diarréia prolongada pós-

infecção, acarretando má absorção e atraso do crescimento (AGNEW et al., 1998). Entretanto 

há trabalhos que demonstram infecções em crianças sem presença de diarréia (CARVALHO-

ALMEIDA et al., 2006). A forma crônica geralmente acomete indivíduos mal nutridos ou 

imunodeprimidos. Em indivíduos imunocompetentes desenvolvem gastroenterite 

normalmente autolimitada (POZIO et al., 1997).  

A doença apresenta-se na forma digestiva (93%) ou pulmonar (33%). A digestiva 

caracterizada por diarréia líquida, com eliminação de fezes de dez a 20 vezes por dia, 

ocasionando perda de 10 litros de água diariamente. Quando há infecção maciça, pode haver 

invasão pulmonar gerando pneumopatias intersticiais (MACKENZIE et al., 1994). 

A dose infecciosa de C. parvum em pacientes imunocomprometidos ainda não foi 

estabelecida, no entanto, acredita-se que a doença possa ser causada por um único oocisto. As 

taxas de mortalidade por infecção por C. parvum entre estes indivíduos variam de 52% para 

68% (ROSE, 1997).  

No Brasil, 2842 casos da doença foram identificados no período de 1980 a 1997 entre 

os pacientes imunodeprimidos, particularmente nos indivíduos portadores da SIDA, sendo as 

regiões Nordeste e Sudeste do País as áreas mais afetadas (CRT, 1997). Na cidade de Recife, 

a freqüência de infecção pelo Cryptosporidium spp. nestes pacientes chegou a um percentual 

de 21,8%, sendo superior a freqüência de outros patógenos veiculados por água e/ou 

alimentos (ARCOVERDE, 2001).  

Segundo Fayer (2010) as espécies C. andersoni, C. baileyi, C. canis, C. felis, C. 

hominis, C. meleagridis, C. muris, C. parvum e C. suis são reconhecidas como causadoras da 

criptosporidiose humana. Este foi o primeiro relato da espécie C. baileyi em humanos, até o 

momento não houve outro estudo que comprovasse o seu envolvimento causando a 

criptosporidiose no homem. 
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Muitos casos de transmissão de Cryptosporidium sp. foram relatados entre membros da 

mesma residência ou família, parceiros sexuais (heterossexuais e homossexuais), funcionários 

e pacientes de hospitais e crianças atendidas em creches.  Numerosos casos de transmissão 

zoonótica de Cryptosporidium sp. de animais para o ser humano foram também inferidos em 

estudos epidemiológicos, a maioria envolvendo pessoas que cuidavam de animais de 

estimação ou de fazenda, especialmente bovinos. A transmissão zoonótica foi confirmada 

várias vezes por infecção acidental de atendentes de animais, estudantes ou pesquisadores que 

manipulavam isolados veterinários (O'DONOGHUE, 1995).   

Dentre as diversas formas de transmissão da criptosporidiose, destaca-se a veiculação 

por água e alimentos (SMITH, 1993), sendo o mecanismo de transmissão influenciado pelo 

nível de contaminação ambiental, sobrevivência do oocisto às condições do meio 

(ROBERTSON et al., 1992), e resistência do oocisto aos mais variados métodos usados em 

tratamentos da água; seja a cloração, a ozonização ou métodos de filtração (KORICH et al., 

1990). 

  A intensidade das manifestações clínicas, da patogenia, o grau de excreção de 

oocistos e a incidência de diferentes espécies, inclusive o homem interferem na identificação 

da espécie causadora da doença. Portanto, para determinar o risco à saúde pública da 

criptosporidiose é importante a correta identificação de espécies e genótipos, tanto em 

amostras humanas como animais e ambientais, sendo essencial a utilização de técnicas 

moleculares como a PCR (MARTINEZ et al,  2011). 

 

2.5 Epidemiologia  
 

Vários fatores influenciam a epidemiologia dessa protozoose: desde o tamanho 

reduzido e variado dos oocistos (em média 4,5 x 5,5 µm), sendo facilmente dispersos 

ocasionando uma ampla contaminação ambiental, além de passarem facilmente por filtros 

usualmente empregados nos processos de tratamento de água; até o fato da infecção ocorrer 

por baixas doses infectantes. Outro fator importante são os hospedeiros que servem de 

reservatórios do protozoário eliminando oocistos esporulados através das fezes no ambiente 

possibilitando a permanência de doses infectivas a um hospedeiro susceptível. 

Estudos de epidemiologia molecular em países em desenvolvimento revelam que a 

complexidade na transmissão de C. hominis depende do país. Nesses países, geralmente há 

uma alta endemicidade de Cryptosporidium e baixa ocorrência de surtos, sendo as crianças e 

os indivíduos imunocomprometidos os mais afetados. Os resultados de estudos de subtipagem  
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de C. hominis (alelos Ia, Ib, Id, Ie) revelam a diversidade da transmissão em áreas endêmicas 

e enfatizam a necessidade de extensivos estudos de epidemiologia da criptosporidiose 

(CAMA et al., 2007, 2008; CHALMERS et al. 2008).  

A transmissão direta (contato com pessoas ou animais infectados havendo a ingestão 

dos oocistos) ou indireta (ingestão de água contaminada e de alimentos contaminados, 

inalação dos oocistos) é favorecida pela alta densidade populacional (CACCIÒ et al., 2005). 

Águas utilizadas em recreação também representam grande problema de saúde pública, em 

virtude do grande número de banhistas e da resistência de Cryptosporidium parvum aos 

desinfetantes utilizados, especialmente o cloro (CARPENTER et al., 1999).  

O emprego de fezes de animais como adubo orgânico em culturas vegetais pode 

causar infecção direta pela formação de aerossóis ou contaminar águas superficiais e 

subterrâneas. A ingestão de água contaminada mostra-se a principal via de infecção humana 

(FAYER et al., 2000). Pelo menos 165 surtos epidêmicos foram registrados nos últimos anos 

por consumo de água contaminada com C. parvum (KARANIS et al., 2007). 

Outros fatores relevantes a serem considerados em estudos epidemiológicos é a 

possibilidade da veiculação hídrica e que a forma infectante, o oocisto, apresenta alta 

resistência às adversidades ambientais. Estes podem se manter viáveis na água do mar por 35 

dias e em fezes cerca de 130 dias. Com congelamento a -22º C uma pequena proporção de 

oocistos ainda permanecem viáveis e capazes de resistir por 775 horas. A dessecação é o 

único fator que realmente afeta a manutenção da infectividade. Com 4 horas de dessecação 

100% dos oocistos morrem (ROBERTSON et al., 1992; TAMBURRINI et al., 1999);). A 

irradiação solar também representa um importante fator na inativação de oocistos de 

Cryptosporidium spp. (KING et al., 2008). 

O protozoário possui distribuição mundial, encontrado tanto em países desenvolvidos 

quanto em desenvolvimento. Relatos evidenciam que o parasito está presente em 80 a 97% 

das águas superficiais e em 26 a 54% das águas tratadas (SMITH e ROSE, 1998; LUNA et 

al., 2002).  

Nos EUA, entre 1990 e 2000 pelo menos dez surtos de criptosporidiose foram 

associados com água potável, tendo um aumento nos meses mais quentes do ano (AMIN, 

2002). Em 2003 confirmaram-se 25 casos humanos de criptosporidiose em Surrey, no 

Canadá. Destes, 15 pessoas tinham nadado em piscina recreativa, em cuja água foram 

detectados oocistos de Cryptosporidium spp.;  nove casos foram diagnosticados como C. 

parvum (LOUIE et al., 2004). 
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Nas últimas décadas vários países da Europa tiveram problemas com surtos 

epidêmicos de criptosporidiose. Na Finlândia, ocorreu em 2002 o primeiro registro de 

Cryptosporidium em águas superficiais e estimam-se, anualmente, 15 episódios de 

criptosporidiose em humanos (RIMHANEN-FINNE et al., 2002). Na Noruega entre 1992 e 

2003, o número de ocorrência de criptosporidiose foi considerado baixo; houve 67 casos 

suspeitos da infecção, e apenas dois foram comprovados como positivos ambos em 2000 

(ROBERTSON et al., 2006). Em 2005, 62 casos de infecção por C. parvum foram 

confirmados em Pertshire (Escócia), relacionados à visita a um centro de animais selvagens 

(MCGUIGAN, 2005). 

Na Austrália, O’Brien et al. (2008) realizaram um estudo com crianças 

imunocompetentes com sintomas gastrointestinais. Os autores demonstraram que, das 

crianças isoladas positivas para Cryptosporidium, 82% estavam infectadas com C. hominis e 

18% com C. parvum.  

Em um estudo realizado na Holanda, no qual foram empregados os loci dos genes 18S 

rDNA, COWP, HSP70, microssatélite ML1 e GP60, foram encontrados 70% de C. hominis, 

19% de C. parvum, 10% de infecção mista (C. hominis + C. parvum) e 1% de C. felis. Nas 

infecções mistas, as crianças apresentaram principalmente C. hominis; nos adultos, a 

predominância foi de C. parvum. Nas fezes de bovinos, foi encontrado apenas C. parvum. A 

subtipagem revelou dois ciclos de transmissão: transmissão homem–homem e transmissão 

zoonótica (WIELINGA et al., 2008).  

No continente asiático a frequência de criptosporidiose mostra-se relativamente 

pequena. Segundo Wang et al. (2002), a taxa de infecção por C. parvum na província Anhui 

(China) chega a 1,33%. A taxa detectada em várias províncias ficou entre 1,36 e 13,3%. Um 

estudo em Jeollanam-do (Coreia) demonstrou que apenas 1% dos pacientes 

imunocompetentes com diarreia foi positivo para C. parvum (LEE et al., 2005). Em pacientes 

HIV-soropositivos, no norte da Índia, 10,8% foram confirmados positivos para C. parvum 

(MOHANDAS et al., 2002). No Irã, pesquisa com indivíduos HIV positivos apresentou 

prevalência de 1,5% para C. parvum (ZALI et al., 2004). 

Estudo com crianças africanas da Uganda que tinham diarreia persistente detectou 

prevalência de Cryptosporidium spp. de 31,3%. Entre as crianças com HIV, a taxa ficou em 

73,6% (TUMWINE et al., 2005). Em Gana, uma investigação expôs incidência de 

Cryptosporidium spp. de 27,8 e 15,6% em crianças com e sem diarreia, respectivamente 

(ADJEI et al., 2004). 
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No Peru, Xiao et al. (2001) comprovaram prevalência de Cryptosporidium spp. em 

21% das crianças de uma comunidade urbana de baixa renda. No México, um trabalho feito 

em três comunidades de Chihuahua encontrou taxa de 70,4% de Cryptosporidium spp. 

(REDLINGER et al., 2002). Nessas localidades não havia serviço municipal de saneamento, e 

a maioria da população não tinha água encanada em suas casas. Na Guatemala, pesquisa feita 

com crianças de duas comunidades, obteve uma prevalência de 32% de Cryptosporidium spp. 

(LAUBACH et al., 2004). Em trabalho desenvolvido na ilha de San Carlos (Venezuela), 

Chacín-Bonilla et al. (2008) detectaram 13% de indivíduos infectados por Cryptosporidium, 

dos quais 50,7% residiam nas áreas mais pobres da região. 

Há também alguns relatos de surtos de criptosporidiose em viajantes após visita ao 

México, Reino Unido e Austrália, que consumiram alimentos suspeitos de estarem 

contaminados com Cryptosporidium sp. como saladas, leite cru, salsichas e linguiças 

(SLIFKO et al., 2000).   

No Brasil, durante muito tempo os estudos sobre Cryptosporidium spp. e 

criptosporidiose relacionavam-se a levantamentos epidemiológicos em algumas regiões do 

país. Atualmente já existem investigações realizadas em praticamente todas as regiões, e 

muitas delas incluem caracterização genotípica e sequenciamento.  

Oshiro et al. (2000), na zona urbana de Campo Grande (Mato Grosso do Sul) 

encontraram a prevalência de C. parvum em menores de cinco anos de 1,1%. Em Goiânia 

(Goiás), Pereira et al. (2002) detectaram C. parvum em 18,7% das crianças com menos de 10 

anos hospitalizadas por diarreia. Mascarini e Donalísio (2006) encontraram uma prevalência 

de 15,5% (2002) e 3,7% (2003) de Cryptosporidium sp. em crianças de creches municipais de 

Botucatu (São Paulo). Oliveira-Silva et al. (2007) encontraram Cryptosporidium sp. em 8,6% 

dos pacientes com HIV/Aids na região do Triângulo Mineiro, no período de julho de 1993 a 

junho de 2003.  

No Estado de São Paulo, foi diagnosticado um surto diarreico ocorrido em 2001 numa 

creche onde 12,9% das crianças foram infectadas com Cryptosporidium spp. e após a 

genotipagem foi identificado C. hominis (GONÇALVES et al., 2006).  

Araújo et al. (2008) realizaram genotipagem de Cryptosporidium isolado de cinco 

pacientes portadores da SIDA e de nove crianças imunocompetentes do Estado de São Paulo. 

Entre as crianças os padrões genotípicos do parasito encontrado foram compatíveis com os de 

C. hominis e C. parvum; já quanto aos pacientes os padrões corresponderam a C. hominis, C. 

parvum e C. meleagridis.  
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Com relação à presença de oocistos de Cryptosporidium spp. no ambiente, Gamba et 

al. (2000) apontaram a contaminação de águas superficiais em oito de dez pontos examinados 

no município de Itaquaquecetuba, Estado de São Paulo.  

Franco et al. (2001), diagnosticou a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. em 

em águas superficiais do rio Atibaia, no Estado de São Paulo. No município de Campinas, o 

protozoário foi observado em água mineral de marcas conhecidas no mercado (0,2 oocistos/L 

a 0,5 oocistos/L) (FRANCO e CANTUSIO NETO, 2002).  

No Município do Rio de Janeiro, por meio de análise morfométrica e molecular de 

Cryptosporidium em 26 amostras fecais de crianças e adultos HIV-positivos, Silva (2004) 

observou que 22 amostras tinham perfil próximo a C. hominis, dois com perfis compatíveis 

com genótipo zoonótico de C. parvum e dois com padrão misto. 

Iacovski et al. (2004) averiguaram amostras de lodo de esgoto da Estação de 

Tratamento de Esgoto de Florianópolis (Santa Catarina), mediante técnicas de separação 

imunomagnética e imunofluorescência (IMS-IF): das 27 amostras coletadas, 74,07% 

possuíam oocistos de Cryptosporidium sp.  

 

2.6 Veiculação de Cryptosporidium spp. por moluscos bivalves 

 
A questão preocupante em torno dos moluscos marinhos como alimento é que, como 

são organismos filtradores, a qualidade do produto está diretamente relacionada ao meio onde 

estão inseridos. A qualidade da água do mar que banha os costões rochosos ou regiões de 

cultivos é de fundamental importância já que esta garantirá a sanidade do alimento caso esteja 

livre de todo tipo de contaminação, ou inviabilizará a atividade econômica colocando em 

risco a produção caso seja confirmada a contaminação. 

Pesquisas demonstraram que protozoários como Cryptosporidium spp. podem ser 

transmitidos ao homem por bivalves marinhos naturalmente contaminados e têm sido 

detectados com relativa freqüência em várias espécies, a maioria coletada de águas costeiras 

em toda a Europa (França, Irlanda, Itália, Países Baixos, Espanha, Reino Unido) e Estados 

Unidos, podendo levar a infecção humana após a sua ingestão (ROBERTSON, 2007; FAYER 

et al,1998; GO´MEZ-BAUTISTA et al, 2000; LI et al, 2006;). 

Gómez-Bautista et al. (2000) encontraram oocistos e cistos de Cryptosporidium spp. e 

Giardia spp, respectivamente, em coquiles e mexilhões do mar da Galícia, na Espanha; 

confirmando sua capacidade de concentrar esses protozoários em seus tecidos. Tal 
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capacidade, além de torná-los uma possível fonte de infecção ao homem, são também 

considerados bioindicadores de contaminação fecal. Gomez-Couso et al. (2003) 

demonstraram a presença de oocistos de Cryptosporidium spp. viáveis em ostras 

comercializadas ao longo da costa Atlântica espanhola (Galícia).   

 Gómez-Couso et al. (2005) infectaram experimentalmente amêijoas com C. parvum e 

investigaram a presença de oocistos em diferentes órgãos. Estavam presentes nas brânquias, 

no estômago, na glândula digestiva e no intestino. A presença dos oocistos no conteúdo 

intestinal demonstrou a possibilidade de disseminação deste protozoário para o meio 

ambiente. Também foram encontrados oocistos no muco branquial sugerindo a ocorrência de 

repetidas filtrações e a permanência de sua capacidade infectiva. 

 Schets et al. (2007) encontraram oocistos de Cryptosporidium spp  e cistos de Giardia 

spp em ostras comerciais e não comerciais de regiões do mar de Oosterchelde, na Holanda, 

que recebiam efluentes de esgotos domésticos sem tratamento. 

A presença de indicadores fecais e patógenos entéricos em mexilhões da espécie 

Mytilus edulis de comunidades em Nunavik, Quebec provou o risco do consumo do molusco 

cru. Segundo Lévesque et al., 2010 a presença de diversos microrganismos indicadores de 

contaminação fecal como Escherichia coli, Clostridium perfringens, Salmonella spp., 

Campylobacter jejuni, além dos protozoários potencialmente zoonóticos Giardia duodenalis e 

Cryptosporidium spp., reafirmam a necessidade da recomendação do consumo de moluscos 

bem cozidos.  

Ao comparar o número de microrganismos indicadores de contaminação ambiental por 

esgoto encontrados em mexilhões Mytilus galloprovincialis (da Costa de Ismir na Turquia) 

como Coliformes fecais, entre as quatro estações do ano, Kacar (2011) afirmou que os 

resultados foram maiores na Primavera e no Outono. Segundo o autor, a contaminação 

bacteriana nestas estações pode estar relacionada a algumas condições ambientais, tais como 

períodos de chuvas, o que provavelmente afetou a qualidade dos mexilhões coletados 

naqueles meses.  

Levantamentos da qualidade da água do rio Motueka foram realizados para avaliar a 

origem e o destino dos contaminantes fecais (Escherichia coli e enterococos) transportados 

para a Baía de Tasma na Nova Zelândia. Mexilhões coletados nesta região costeira 

apresentaram concentrações elevadas tanto de E. coli quanto enterococos em seus tecidos. A 

aplicação de marcadores de origem microbiana usando ensaios da PCR identificaram a 

presença de contaminação fecal de animais ruminantes, como bovinos e ovinos, em amostras 
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de água e de mexilhão. A detecção de contaminação fecal de ruminantes nos mariscos 

localizados a seis km do mar destaca a estreita ligação entre o uso da terra e a qualidade dos 

recursos costeiros altamente valorizados da Nova Zelândia (CORNELISEN et al, 2011). 

Mexilhões foram utilizados como bioindicadores de contaminação ambiental de rios 

da Irlanda. Utilizando técnicas biomoleculares e Imunofluorescencia Direta (IFA) combinada 

com a técnica Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) foram utilizadas para avaliar a 

presença e a concentração de enteropatógenos humanos como Cryptosporidium parvum, 

Giardia lamblia, entre outros. Cryptosporidium, envolvido em epidemias gastrointestinais na  

Irlanda, foi encontrado em locais que recebiam escoamento agrícola e  lançamento de 

efluentes contendo resíduo fecal humano e animal. A contaminação de águas irlandesas por 

enteropatógenos humanos demonstraram risco para saúde pública, tanto ao consumo de água 

potável como para recreação e actividades aquáticas (LUCY et al, 2008). 

No Brasil, oocistos de Cryptosporidium spp. foram diagnosticados em ostras e em 

“mariscos de areia” do Litoral Norte do Estado de São Paulo. A concentração estimada de 

oocistos por animal foi de 12 oocistos por ostra e de 60 oocistos por marisco, quantidade 

suficiente para causar infecção no homem, após a ingestão de mariscos crus ou mal cozidos 

(LEAL et al., 2008). 

Apesar da capacidade dos moluscos bivalves de bioacumularem poluentes e patógenos 

do meio aquático, ao serem transferidos para áreas limpas, são capazes de depurar as 

substâncias concentradas em seus tecidos. Nappier et al. (2010) analisaram duas espécies de 

ostras de Baltimore – USA quanto a capacidade de bioacumulação, retenção e depuração de 

enteropatógenos humanos, dentre eles, Cryptosporidium parvum. A ostra Crassostrea 

ariakensis quando comparada com a ostra C. Virgini demonstrou ter maior capacidade 

bioacumuladora de enteropatógenos e menor capacidade de depuração. Os autores destacaram 

o papel das espécies na transmissão de várias doenças e a ameaça à saúde pública para as 

pessoas que consomem as ostras cruas de locais contaminados. Entretanto, o processo de 

depuração aplicado aos moluscos pode ser ineficaz em relação ao Cryptosporidium sp. 

Oocistos foram detectados em amostras com tempos de depuração superior a 72 horas 

(FREIRE-SANTOS et al, 2000) 

A inativação de Cryptosporidium parvum e outros patógenos em moluscos crus 

proporcionaria maior segurança alimentar diminuindo o risco aos consumidores. Uma das 

formas de tratamento alternativo de alimentos é o Processamento de Alta Pressão Hidrostática 

do inglês High hydrostatic Pressure Processing (HPP). Collins e colaboradores (2005)  
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avaliaram a viabilidade de oocistos de C. parvum em ostras Crassostrea virginica. As ostras 

foram artificialmente expostas aos oocistos de C. parvum e submetidas ao tratamento HPP. 

Este método foi significativamente eficaz na redução do número de filhotes de rato positivos 

alimentados com tecidos de ostra expostos a oocistos de C. parvum. Este tipo de 

processamento de alimentos demosntrou a possibilidade de  aplicações comerciais para 

melhorar a segurança de frutos do mar e reduzir os riscos de criptosporidiose à 

saúde pública. 

 

2.7 Diagnóstico  
 

Para o diagnóstico da criptosporidiose métodos microscópicos, imunológicos e 

moleculares são utilizados; cada um apresenta determinada finalidade assim tendo vantagens 

e desvantagens. Para a escolha do método diagnóstico, devem ser considerados vários fatores 

como: a simplicidade de execução da técnica; a facilidade de interpretação dos resultados; os 

equipamentos necessários; os técnicos e seu nível de treinamento e de experiência dos 

mesmos; a quantidade de testes demandada; a rapidez da resposta; a sensibilidade e 

especificidade; a reprodutibilidade; as metodologias combinadas e os custos.  

Os métodos utilizados para a análise de mariscos quanto a presença de protozoários 

como Cryptosporidium, são baseados naqueles originalmente projetados para analisar 

concentrados de água ou amostras fecais. A observação de resultados de diversas pesquisas 

comparando técnicas analíticas e os métodos de detecção utilizados por diferentes grupos de 

pesquisadores demonstra ainda não há um método específico e de uma ampla aceitação e 

também há divergnência quanto ao material ou parte do molusco a ser investigada. 

São utilizados desde lavagens e/ou homogeneizados de brânquias, do trato digestivo, de 

todo o corpo e hemolinfa. Embora a maioria dos pesquisadores concorde que homogeneizados 

de tecido forneçam a maior chance de recuperação de oocistos, como observado a partir de 

estudos em que mariscos foram artificialmente contaminados (FAYER et al 1997, 

TAMBURRINI e POZIO, 1999; MACRAE, 2005; MILLER et al, 2006) e naturalmente 

contaminados (LI et al, 2006; SCHETS et al., 2007).  
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2.7.1 Métodos Microscópicos  
 

O objetivo deste método é a visualização dos oocistos em material suspeito, 

principalmente fezes de indivíduos com quadro sintomatológico da doença. O preparo prévio 

das amostras envolve a filtração para retirar o máximo de material orgânico, concentração por 

centrifugação e a ressuspensão destes oocistos em soluções saturadas para a aderência a 

lamínulas e observação em microscópio. A leitura da lâmina deve ser realizada logo após a 

flutuação em solução saturada, oocistos são observados levemenete róseos, pois com o passar 

do tempo começam a deformar.   

São utilizadas várias técnicas de coloração para a visualização dos oocistos dentre estas: 

Ziehl-Neelsen modificado (ácido-resistente), dimetil sulfóxido (DMSO) com carbol-fucsina, 

coloração a quente de safranina com azul de metileno, coloração modificada de Kohn, 

coloração modificada de Koster e auramina. Estas técnicas coram os oocistos em vermelho e  

um corante de contraste é utilizado para fundo (O'DONOGHUE, 1995; FAYER et al., 2000; 

ALMEIDA, 2004;  JEX et al., 2008).   

Em adição a estas técnicas de coloração direta, há também métodos de coloração 

negativa, que usam produtos químicos tais como a negrosina, verde brilhante e verde 

malaquita que coram o material de fundo das lâminas e os oocistos de Cryptosporidium sp. 

não se coram. Porém, a coloração diferencial tem sensibilidade e especificidade variável 

(FAYER et al., 2000; JEX et al., 2008). Uma grande variedade de corantes fluorcromos foram 

testados embora sensíveis, são complexos e algumas estruturas semelhantes a oocistos 

frequentemente absorvem o corante e necessitam ser verificados por outras técnicas 

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

 

2.7.2 Métodos Imunológicos 
 

A detecção de antígenos de Cryptosporidium em amostras fecais é uma abordagem 

diagnóstica aliada à visualização e identificação através da microscopia de fluorescência. A 

técnica Imunofluorescência Direta (Direct Fluorescent Antibody - DFA) demonstrou elevada 

especificidade (96-100%) e sensibilidade (98,5-100%) na detecção de oocistos de 

Cryptosporidium em esfregaços fecais e amostras ambientais (GRACZYK al. de 1996; 

SMITH, et al., 2003).  
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Imunoensaio como o teste ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) e o teste 

Imunocromatografia (IC) (NEWMAN et al., 1993; GARCIA; SHIMIZU, 1997), 

demonstraram especificidade elevada (98-100%), porém a sensibilidade da detecção dos 

antígenos pode ser menor do que a maioria das abordagens microscópicas (GARCIA; 

SHIMIZU, 2000; JOHNSTON et al., 2003).  

Foram eficazes na detecção de Cryptosporidium em tecidos de moluscos as técnicas 

Imunofluorescência direta (DFA), a separação imunomagnética (Immunomagnetic Separation 

- IMS) em combinação com DFA, e a técnica da PCR. A técnica mais sensível foi IMS com 

DFA sendo capaz de recuperar 10 oocistos na glândula digestiva dos moluscos (MILLER et 

al., 2005).  

Embora a IMS, tal como desenvolvida para a análise de amostra de água concentrada, 

tenha sido utilizada em algumas pesquisas sobre moluscos, os resultados e conclusões foram 

um tanto contraditórios. Enquanto Miller e colaboradores (2006) consideraram a técnica de 

concentração IMS seguida pelo teste de Imunofluorescência Indireta (Indirect 

Imunofluorescent - IFI) uma metodologia sensível para o processamento e detecção 

(comparadas a várias técnicas de detecção molecular) de Cryptosporidium spp. em mexilhões; 

MacRae et al (2005) concluiram que a qualidade da técnica IMS para isolar oocistos de 

Cryptosporidium de homogeneizados de mexilhões foi comprometida pela característica 

mucóide dos tecidos, mas apresentou um melhor desempenho com ostras.  

Outro grupo de pesquisa considerou que os resultados da IMS foram tão negativos em 

suas análises de homogeneizado de tecido de ostra para oocistos de Cryptosporidium e 

Giardia, que interromperam o uso desta técnica (SCHETS et al., 2007). 

O método de digestão da pepsina foi testado quanto a recuperação de oocistos de  

Cryptosporidium e Giardia em amostras de moluscos bivalves. A detecção dos protozoários 

foi realizada pelo teste de imunofluorescência e o exame de 3g de homogeneizado dos 

mexilhões permitiu a  recuperação entre 70 e 80% destes protozoários. A ocorrência 

relativamente alta, em comparação com outras pesquisas, pode ser devido à maior eficiência 

do novo método quanto a recuperação dos oocistos e ao maior número de amostras 

(ROBERTSON e GJERDE, 2008). 

Existem vantagens e desvantagens associadas a cada uma das técnicas. O Teste de 

Imunofluorescência Indireta (IFAT) provavelmente possibilita detectar várias das espécies de 

Cryptosporidium, inclusive oocistos inviáveis, embora a adição de corantes fluorogênicos seja 

fundamental e outros métodos microscópicos possam informar sobre o conteúdo e a 
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viabilidade do parasita (FREIRE-SANTOS et al., 2002; SMITH et al., 2002). Entretanto, a 

microscopia de imunofluorescência é trabalhosa, subjetiva e requer uma alta habilidade do 

microscopista. Embora as técnicas moleculares possam ter um custo maior, estas não são 

subjetivas e a caracterização após a PCR permite a identificação das espécies ou genótipos do 

protozoário presentes em amostras (GÓMEZ-COUZO et al, 2004). 

 

2.7.3 Métodos Moleculares 
 

Os estudos que desenvolveram novas técnicas de biologia molecular e a comparação 

da sua eficácia quanto à recuperação de protozoários com a das demais técnicas, permitiu a 

obtenção de diagnósticos mais precisos em materiais ou amostras contendo quantidades 

pequenas do parasita.  

Estudos publicados na Espanha até o ano 2000 basicamente utilizavam apenas 

coloração após métodos microscópicos para a detecção de Cryptosporidium e portanto, as 

espécies envolvidas não poderiam ser determinadas, embora geralmente eram associadas a 

espécie C. parvum. A disponibilidade e o uso de técnicas moleculares em estudos 

subseqüentes têm demonstrado a existência de diversas espécies e genótipos de 

Cryptosporidium em amostras ambientais e de origem animal (MARTINEZ et al, 2011). 

Existem diversos tipos de técnicas para a identificação das espécies e/ou genótipos de 

parasitas como Cryptosporidium baseadas no estudo dos ácidos nucléicos que incluem várias 

formas de detecção e diferenciações como, a Reação em Cadeia da Polimerase (Polimerase 

Chain Reaction-PCR), Nested PCR, PCR da Transcriptase Reversa (Reverse Transcription 

PCR), PCR em Tempo Real (Real time PCR) dentre outras. 

Com o intuito de estabelecer novos protocolos e avaliar a aplicação na identificação e 

caracterização de Cryptosporidium spp. em moluscos, Gomez couzo et al (2004) compararam 

a eficácia da técnica da PCR em  moluscos cujos oocistos haviam sido detectados 

anteriormente por microscopia usando a  imunofluorescência. Quando comparadas as técnicas 

para a detecção de Cryptosporidium concluíram haver uma significativa associação entre os 

resultados obtidos a partir de ambas as técnicas. Resultados similares foram obtidos por Fayer 

et al. (2003), quando concluíram que nenhuma técnica foi melhor do que a outra em termos da 

capacidade para detectar Cryptosporidium em moluscos.  

A aplicação dessas ferramentas moleculares levou a um melhor conhecimento e 

compreensão da sistemática, biologia, epidemiologia, ecologia e genética de populações de 
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espécies de Cryptosporidium (GASSER, 2006; SMITH et. al., 2006; FAYER, 2008), 

melhorando estratégias para a prevenção, vigilância e controle da criptosporidiose no homem 

e em várias espécies de animais. 

 

2.7.3.1 Genes, genótipos e subgenótipos de Cryptosporidium 
 

A espécie C. parvum tem um genoma pequeno para um eucarioto (FAYER; XIAO, 

2008). O tamanho do genoma foi estimado por Blunt et al. (1997) que encontraram um 

tamanho em torno de 10,4 Mb, com oito cromossomos, confirmado por análises dos cortes 

com enzimas de restrição (CACCIO et al., 1998).  

Para a determinação de espécies, têm sido utilizadas regiões de baixa ou moderada 

variabilidade. Entre os genes de baixa variabilidade estão aqueles que codificam: o gene para 

a menor subunidade RNA ribossomal (18SSU rRNA); o codificante da  proteína de parede de 

oocistos de Cryptosporidium (COWP), da proteína de choque térmico 70 kDa (HSP-70) ou o 

gene que codifica a actina (GASSER et al., 2003; XIAO; RYAN, 2004; JEX et al., 2008) 

(Tabela 2).  

O gene codificante da menor subunidade RNA ribossomal (18SSU rRNA) é um 

marcador genético útil para identificação específica de Cryptosporidium spp., tendo uma 

variação de sequência relativamente baixa intraespecífica e alta interespecífica. Os genes 

actina e HSP70 permitem a identificação em nível de espécie. Ambos marcadores têm sido 

utilizados juntos com o 18SSU rRNA nas investigações sistemáticas (filogenéticas) de 

Cryptosporidium spp., fornecendo a base para a classificação atual dos membros dentro do 

gênero (JEX et al., 2008).   

Entre as regiões de moderada variabilidade têm sido utilizados os genes da β-tubulina, 

genes TRAP (C1, C2 e C4) ou regiões intergênicas ITS-1 e ITS-2. Estas regiões são utilizadas 

tanto para estudos taxonômicos como de diagnóstico e epidemiologia, no entanto, essas 

regiões podem identificar espécies e alguns genótipos. A identificação de genótipos, subtipos 

ou linhagens, requer a utilização de regiões mais variáveis, tais como o gene para 

glicoproteína 60 kDa (GP60) e mini ou microssatélites como ML1 e ML2 (MARTINEZ et al, 

2011).  

Por outro lado, devido à necessidade em epidemiologia e saúde pública da 

caracterização de populações e subgenótipos dentro das diferentes espécies do gênero 

Cryptosporidium, tem sido utilizada a análise de múltiplos loci hipervariáveis (MLT, 
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multilocus typing). Desta forma, são criados padrões de MLT dependendo das combinações 

de genótipos para cada loci analizado (HUNTER et al, 2007). Estes estudos podem ser 

realizados através da detecção de diferenças no comprimento dos fragmentos amplificados 

(MLFT) em gel de agarose ou pelo seqüenciamento (MLST), permitindo o uso de marcadores 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism - Polimorfismo de  nucleotídeo único), além de micro 

e minisatélites (XIAO, 2010). 

O gene COWP apresenta alto grau de polimorfismo, gerando em torno de seis 

conjuntos de primers para a detecção das variações interespecíficas, permitindo sua utilização 

na diferenciação entre C. parvum, C.meleagridis e C. hominis (AMAR et al., 2004). 

A escolha do gene alvo deverá ser feita mediante o objetivo da pesquisa, já que há 

diferenças entre a utilização de determinado gene e a resposta esperada. Para pesquisas de 

genotipagem é necessária a utilização de genes com “ loci” conservados e posterior estudo 

filogenético. O gene mais utilizado para avaliar as seqüências de nucleotídeos é SSU rRNA, 

pois apresenta limitadas variações nas seqüências em diversas regiões do gene. Porém, se o 

objetivo da pesquisa é a determinação de subgenótipos, o uso de “loci” mais variáveis, como 

o gene hiper-variável da glicoproteina 60-kDa (GP-60) e o uso de microsatélites é 

recomendado para a identificação de espécies zoonóticas de C. parvum e C. hominis 

(FERGUSON et al., 2006). 

O gene GP-60 codifica uma proteína precursora das glicoproteínas de superfície 

celular gp45 e gp15, ambas envolvidas na formação dos esporozoítos e na invasão dos 

enterócitos (STRONG et al., 2000). Uma característica importante deste gene é o seu alto grau 

de polimorfismo. Em isolados de C. hominis, C. parvum e C.meleagridis numerosos subtipos 

foram identificados: sete subtipos de C. hominis (Ia-Ig); dois zoonóticos (IIa, IId) e 10 não-

zoonóticos (IIb, IIc, IIe-IIl) nos subtipos de C. parvum e seis subtipos de C. meleagridis (ABE 

et al, 2006;. AKIYOSHI et al, 2006.; GLABERMAN et al, 2001;. MEIRELES et al, 2006;. 

MISIC E ABE, 2007; SOBA E LOGAR, 2008).  
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Tabela 2 - Marcadores genéticos comumente usados para a classificação específica, 
genotípica ou subgenotípica de espécies de Cryptosporidium para aplicações tanto em 
diagnóstico, epidemiologia e genética de populações.  
 

 
MARCADORES GENÉTICOS           

OU LOCUS 
 

 
VARIABILIDADE 

 
PROPRIEDADES DOS 

MARCADORES 
 

Menor subunidade do RNA ribossomal 
nuclear (SSU rRNA) 

Baixa Identificação específica ou 
genotípica (Sistemática, 

diagnóstico e 
epidemiologia). 

 
Gene 70 kDa proteína de choque térmico 
(HSP 70) 

 
Baixa 

 
Identificação específica ou 
genotípica (Sistemática, 

diagnóstico e 
epidemiologia). 

 
Gene Actina (Actin) 

 
Baixa 

 
Identificação específica ou 
genotípica (Sistemática, 

diagnóstico e 
epidemiologia). 

 
Gene da proteína da parede do oocisto de 
Cryptosporidium (COWP) 

 
Baixa 

 
Identificação específica ou 

genotípica (Taxonomia, 
diagnóstico e 

epidemiologia). 
 

 
Segundo espaçador interno transcrito 
do DNA ribossomal nuclear  
(ITS-2) 

 
Moderado 

Identificação específica e 
alguma caracterização 

subespecífica (Taxonomia, 
diagnóstico e 

epidemiologia) 
 
Gene Trombospondina-relacionada à 
proteína de fixação (TRAP) 

 
 

Moderado 

Identificação específica ou 
genotípica (Sistemática, 

diagnóstico e 
epidemiologia). 

 
 
Microssatélite Locus 1 (ML1) 

 
 

Alta 

 
Identificação genotípica 

e/ou subgenotípica 
(estudos epidemiológicos 
genética de população) 

 
Microssatélite Locus 2 (ML2) 

 
Alta 

 
Identificação genotípica 

e/ou subgenotípica 
(estudos epidemiológicos 
genética de população) 

 
Gene Glicoproteina 60 kDa (gp60) 

 
Alta 

 
Identificação genotípica 

e/ou subgenotípica 
(estudos epidemiológicos 
genética de população) 

Fonte: Adaptado de Jex et al., 2008. 
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Dentro de cada subtipo há vários subgenótipos baseado principalmente no número de 

tri-nucleotídeos repetidos na codificação do aminoácido serina, como sugerido por Sulaiman 

et al. (2005). Cerca de 58 subgenótipos encontram-se descritos na literatura, no grupo 

zoonótico subtipo IIa de C. parvum foram descritos 45 subgenótipos enquanto no grupo 

subtipo IId 13 subgenótipos foram identificados (PLUTZER e KARANIS, 2009). No entanto, 

alguns autores usam a nomenclatura subgenotípica GP-60 modificada, tornando a comparação 

internacional mais complicada (JEX e GASSER, 2008).  

A ocorrência de Cryptosporidium parvum em humanos e animais tem demonstrado 

evidências que ambos os ciclos zoonótico e antropozoonoticos podem estar envolvidos na 

infecção humana.  

O uso de subtipos GP-60 tem permitido a identificação de diferenças geográficas e 

temporais na transmissão de espécies de Cryptosporidium e uma melhor observação da 

importância para a saúde pública de outras espécies/genótipos e a freqüência de infecção 

mista com genótipos ou subtipos (ALVES et al., 2003).   

 

2.7.3.2 Extração de Ácido desoxirribonucléico (ADN ou DNA) 
 

Antes da aplicação de técnicas de biologia molecular como a PCR, se faz necessário 

primeiramente o isolamento do DNA. Esta etapa é de grande relevância ao resultado da 

técnica já que a ação de alguns fatores interferentes podem alterar os resultados.  

Especificamente ao se tratar de oocistos de Cryptosporidium com parede espessa, estes 

não rompem com facilidade, necessitando de métodos físicos e químicos para a ruptura e 

obtenção do DNA. A falha na ruptura dos oocistos durante a extração pode impedir a 

liberação do DNA e a sua adsorção por compostos presentes nas amostras configuram 

problemas a serem superados pelos métodos de extração (SCORZA et al., 2003). 

Os protocolos mais utilizados para promover a lise dos oocistos utilizam inúmeras 

combinações de técnicas, inserção e/ou retirada de certos reagentes, meios físicos como 

aplicação de ciclos de congelamento e descongelamento, por exemplo, usando nitrogênio 

líquido seguido de fervura do material contendo oocistos.  

Inibidores, principalmente compostos orgânicos, presentes em amostras complexas, 

tais como fezes e solos, podem diminuir a sensibilidade da PCR em até 1000 vezes (WARD e 

WANG, 2001). Foram desenvolvidos protocolos para melhorar o isolamento de ácidos 

nucléicos a partir de amostras biológicas ou ambientais contendo todas as espécies de 
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Cryptosporidium, que de forma eficaz e consistente removem componentes inibitórios para o 

processo de amplificação enzimática (GASSER et. al., 2006).  

Um grande obstáculo quando se objetiva amplificar DNA é a presença de ácidos 

húmicos que diminuem a eficiência da PCR. Ao se acrescentar ao método de extração a 

substância “Supelite polimérica adsorvente” ™ DAX-8, constatou-se a redução no teor de 

ácidos húmicos em amostras de água. O DAX-8 pode fornecer melhor eficiência à técnica já 

que através da remoção destes ácidos houve um aumento significativo na confiabilidade  de 

resultados obtidos pela PCR em monitoramento ambiental (SCHRIEWER et al, 2011).   

Para a extração de DNA de moluscos estudos têm demonstrado que a utilização de 

métodos adaptados para amostras clínicas e água pode levar a obtenção de bons resultados 

(GOMEZ-COUSO et al, 2006). O método de Boom et al. (1990) utilizado para a extração de 

DNA de amostra fecal, após sofrer modificação como descrito por McLauchlin et al. (1999) 

foi utilizado com sucesso. Resumidamente, 200 µl de amostra foram mecanicamente 

separadas na presença de tiocianato de guanidina com pérolas ou contas de zircônia e o DNA 

foi purificado usando silica ativada (GOMEZ-COUSO et al., 2006).  

Adamska e colaboradores (2011) testaram a eficácia de kits comerciais para a extração 

de DNA de amostras contaminadas por Cryptosporidium parvum. A não obtenção 

inicialmente dos resultados esperados levou a aplicação de ciclos de banho nitrogênio/água 

antes das extrações. A eficácia da extração de DNA foi medida pela PCR e PCR tempo real 

CT. Os melhores resultados obtidos após a extração de DNA foram do protocolo de triplo 

banho nitrogênio/água em 100°C por 2 minutos e digestão com proteinase k.  

 

2.7.3.3 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e Nested-PCR 
 

 O princípio da técnica de PCR baseia-se na desnaturação de uma amostra de DNA de 

fita dupla através do aquecimento. Em seguida a temperatura é diminuída para permitir que 

seqüências conhecidas de oligonucleotídeos, chamados de iniciadores ou primers, realizem o 

anelamento nas seqüências complementares em fitas opostas do DNA molde.  Em ambas as 

direções (3´_5´e 5´_3´) originando a síntese de DNA ao longo da fita. Esta reação é catalisada 

pela enzima termoestável DNA polimerase, obtendo-se ao final do processo duas fitas duplas 

de DNA. Os ciclos de temperatura necessários para que ocorram as reações normalmente são 

repetidos de 20 a 40 vezes através do uso de um termociclador automatizado. A reação é 
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fatorial de forma que ao final do processo existem milhões de cópias do DNA molde 

(GASSER, 2006).  

A técnica da PCR é recomendada quando há pequena quantidade de oocistos, como 

em amostras de fezes, tecidos e outros tipos de materiais (por exemplo, bile) colhidos durante 

endoscopia. A PCR melhora a sensibilidade de detecção, e permite diferenciar espécies e 

genótipos de Cryptosporidium spp.  (CHALMERS; DAVIES, 2010).  

Embora a técnica PCR seja rápida e altamente sensível, apresenta limitações como, 

por exemplo, resultados falso-positivos devido à detecção de ácidos nucléicos livres oriundos 

de outros microrganismos ou até mesmo de contaminação laboratorial. Portanto, 

contaminantes ambientais podem interferir nos ensaios qualitativos e/ou quantitativos 

(FAYER et al., 2000).    

A técnica da Nested-PCR é um método sensível no qual o produto amplificado 

(amplicon) na primeira PCR, é submetido a um segundo processo de amplificação utilizando 

um conjunto de iniciadores homólogos a sequências internas do segmento amplificado. O 

segundo par de iniciadores usados sempre amplifica uma sequência menor do que o primeiro 

par. Este procedimento torna a reação da PCR mais específica e sensível (ALMEIDA, 2004; 

HUBER, 2007; OSAKI, 2009). O uso desta técnica torna-se especialmente importante quando 

se necessita de alta sensibilidade para detectar poucos organismos contidos em amostras 

ambientais ou provenientes de animais com elevado grau de interferentes. 

 

2.7.4 Sequenciamento e Filogenia 

 
A maioria das técnicas de biologia molecular aplicadas ao diagnóstico para 

Cryptosporidium spp. inclui uma etapa final de sequenciamento, para a identificação da 

espécie estudada.  

O sequenciamento é fundamental quando as demais técnicas deixarem dúvidas quanto 

à identificação correta da espécie envolvida, sendo possível verificar diferenças genéticas 

interespecíficas (XIAO  et al., 2000). Entretanto, o seqüenciamento direto de DNA pode ter 

algumas limitações, por exemplo, a quantidades de DNA genômico amplificado. No caso de 

amostras contendo poucos oocistos de Cryptosporidium consequentemente as baixas 

concentrações de DNA podem resultar na má qualidade do sequenciamento. Nesse caso, 

amplicons devem ser obtidos a partir de um isolado representativo de uma população de 

oocistos significativa (FAYER e XIAO, 2008).  
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Análises filogenéticas de Cryptosporidium spp. usando os loci do SSU rRNA, HSP-70 

e actina, suportam a estrutura genética geral do gênero, com as espécies gástricas e as 

intestinais formando grupos monofiléticos distintos. As espécies e os genótipos formam dois 

grupos: o intestinal e o gástrico. Cada um dos grupos contém parasito de mamíferos, aves e 

répteis. O local de parasitismo em peixes ainda não é claro. Muitos genótipos relatados nos 

últimos anos foram redescritos como espécie (RYAN, 2009).  

A nomeação de genótipos ocorre após a análise filogenética ter eliminado a 

possibilidade das diferenças serem devido à heterogeneidade entre as cópias do gene, ou 

variação intragenotípica.  

 

2.8 Tratamento e Profilaxia 
  

Muitas substâncias terapêuticas têm sido testadas contra Cryptosporidium spp.  

incluindo antibióticos, antiparasitários e antivirais. Algumas drogas como halofuginona e 

decoquinato apresentaram efeitos promissores. Estudos mostraram significativa redução na 

excreção de oocisto e diminuição na diarréia em bezerros, prevenindo a mortalidade. O 

decoquinato aumentou a média de ganho de peso diário de bezerros (SCHNYDER et al., 

2009).  

 A paromomicina e depois nitazoxanida surgiram como drogas promissoras para o 

tratamento de criptosporidiose. A paromomicina foi a primeira droga testada em humanos 

para tratar diarreia por Cryptosporidium spp., mas ainda não teve sua eficácia comprovada 

não sendo aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA). Estudos em pacientes com 

AIDS com criptosporidiose mostraram que a paromomicina melhorou tanto os parâmetros 

clínicos quanto parasitológicos (DOWNEY et al., 2008; ROSSIGNOL, 2010). A nitazoxanida 

foi desenvolvida para tratar criptosporidiose em crianças e adultos imunocompetentes, por ter 

demonstrado atividade em reduzir a duração da diarreia e eliminação de oocistos em vários 

estudos (ROSSIGNOL, 2010). No entanto, a eficácia de nitaxozanida para tratamento de 

infecção por Cryptosporidium sp. em pacientes imunocomprometidos não foi confirmada 

(DOWNEY et al., 2008).  

Boehmer  et al. (2009) utilizaram a nitazoxanida como agente terapêutico em humanos 

com criptosporidiose e evidenciaram uma resposta clínica em  67% dos pacientes. Outra 

droga estudada é o pamoato de pirvinium que inibiu o crescimento de C. parvum tanto em 

cultivo de células “in vitro”  quanto em ratos recém-nascidos. Os autores acreditam que é uma 
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droga candidata ao tratamento de criptosporidiose em pacientes imunocompetentes e 

imunocomprometidos.  

Shahiduzzaman et al. (2009), avaliaram a eficácia de monensina, halofuginona e 

miltefosina no crescimento de C. parvum. A monensina e a halofuginona mostraram-se 

eficazes contra C. parvum, já a miltefosina mostrou atividade inibitória sob condições in vitro, 

embora com menor eficácia que as demais.  

A terapia com antiretroviral provou ser mais eficaz na terapia por reduzir a frequência 

e severidade desta doença em pacientes com HIV. Estes efeitos foram atribuídos a 

recuperação da imunidade do hospedeiro como demonstrado em outros casos de 

criptosporidiose associado com outras causas de imunodeficiência tais transplante de órgãos, 

câncer, diabetes e má nutrição para os quais a terapia antiretroviral não é indicada 

(ROSSIGNOL, 2010).    

Em animais já foram usadas diversas drogas terapêuticas, como: cloranfenicol, 

lincomicina, neomicina, nistatina, gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim, estreptomicina, 

metronidazol, ivermectin, entre outras, porém sem sucesso (AMARANTE, 1992).    

Como um eficaz método de tratamento para Cryptosporidium sp. ainda não foi 

seguramente determinado, medidas profiláticas para a redução de riscos de contaminação se 

tornam fundamentais. Medidas simples de higiene pessoal como a lavagem das mãos antes de 

comer ou preparar alimentos; após ir ao banheiro, a troca de fraldas e contato com animais 

entre outros, reduzem consideravelmente o risco de infecções. Cuidados na alimentação como 

lavagem de frutas e vegetais antes do consumo também são importantes formas de prevenção. 

Outro fator crucial é o adequado tratamento da água e do esgoto, tanto doméstico quanto 

industrial.        

O tratamento da criptosporidiose em qualquer hospedeiro se restringe a estudos 

experimentais, até o momento não existem drogas específicas comercializadas. Em um 

hospedeiro com sintomatologia clínica da criptosporidiose, é preconizada a reposição de 

fluidos e eletrólitos.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 Locais de Coleta das Amostras 
 

As coletas foram realizadas em dois locais no Município de Mangaratiba, Estado do Rio 

de Janeiro. Estes são constituídos por rochas naturais banhadas pela água do mar aonde 

previamente foi observada a presença de mexilhões Perna perna, alvos deste estudo (Figura 

4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado do Google Earth (2011). 

Figura 4: Imagem de satétite do Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro, 
indicando os locais de coleta. Local A- Laje Preta; Local B - praia do Saco.  

 

O local A é constituído por uma laje, que por definição é uma formação rochosa 

parcialmente emersa, e está localizada a 4,5 km da praia de Muriqui no município de 

Mangaratiba (Carta Náutica - MARINHA DO BRASIL, 2011). Há uma intensa corrente 

marinha banhando esta laje, ou seja, água do oceano passando pelo conjunto de rochas 

(Figura 5). Outro motivo que levou a escolha deste local foi que, segundo informações 

Praia Muriqui 

 Mangaratiba 
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cedidas pela Prefeitura Municipal de Mangaratiba, muitos pescadores extraem mexilhões 

destas rochas para comercialização ou para o próprio consumo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Local A – Laje Preta – Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. 
 

 

O outro local alvo da pesquisa foi a praia do Saco. Este local foi escolhido por 

diversos motivos. Primeiramente devido à observação da presença de uma formação rochosa 

na praia contendo mexilhões e que, segundo informação dos próprios moradores, retiravam os 

animais para o consumo. Foi observado um rio desaguando muito próximo a praia, 

provavelmente contendo esgoto doméstico da área residencial e comercial que compõem o 

bairro Guití, indicando desta forma possível presença de patógenos nesse ambiente, como 

Cryptosporidium, alvo desta pesquisa. A este motivo somam-se as características geográficas 

da região desta praia, com formato de uma bolsa ou um “saco”, dificultando a renovação da 

água do mar pelas correntes marinhas, o que pode levar a concentração de poluentes e 

patógenos. Este local foi denominado Local B (Figuras 6 e 7). 
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Fonte: Adaptado do Google Earth (2011). 

Figura 6: Imagem de satétite indicando a proximidade do local B, com o rio do Saco 
desaguando no mar. A esquerda observa-se elevada densidade demográfica. Município de 
Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. 
 

 

          

Figura 7: Local B – Praia do Saco – Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. 
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Durante o ano de coleta desta pesquisa, foram observados nos dois locais estudados, 

sinais de extração de mexilhões por parte de pescadores; como seguimentos das rochas que 

estavam sem animais e que anteriormente eram observados muitos animais em idade de abate. 

Inclusive, em uma das coletas foi encontrado um pescador no momento da extração, retirando 

um grande volume de mexilhões Perna perna que seriam destinados tanto a comercialização 

para restaurantes da região quanto ao próprio consumo. 

 

3.2 Amostragem 
 

3.2.1 Mexilhões Perna perna 
 

Durante os 12 meses de estudo, de março de 2009 a fevereiro de 2010, foram 

realizadas coletas mensais. Somente os indivíduos adultos com média de 6 cm de 

comprimento da valva, considerados em tamanho de abate segundo Avelar (1998) foram 

utilizados (figura 8). Em cada coleta os mexilhões foram retirados 30 animais de cada local e 

divididos em três grupos com 10 animais cada. A cada grupo de 10 animais foi formada uma 

amostra (figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Mexilhões Perna perna em tamanho de abate separados no laboratório, medindo 

em média 6 cm de comprimento. 
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Figura 9: Organograma indicando a formação das amostras dos locais A e B. 
 

 Foram obtidas seis amostras por coleta, totalizando 72 amostras ao final das 12 

coletas mensais, 36 amostras de cada local. As amostras do local A foram denominadas A1, 

A2 e A3 e as originadas do local B: B1, B2 e B3.  

 Os animais foram transportados resfriados em caixas isotérmicas e imediatamente 

processados ao chegar ao laboratório. 

 

3.2.2 Dissecção e preparo das Amostras 
 

As amostras dos mexilhões foram preparadas como descrito por Gomez-Couso et al. 

(2003) com modificações. Resumidamente o preparo das amostras para a análise se baseia 

em: filtração por membrana, eluição e concentração. 

Após os mexilhões serem retirados das valvas, foram cuidadosamente separadas as 

glândulas digestivas e as brânquias (Figura 10). Em seguida foi acrescentado um volume 

médio de 10 ml de água destilada e os tecidos foram triturados com mixer DMX – 431 

(Dellar) cerca de 5 minutos, com interrupções, para o máximo de homogeneização em busca 

de uma solução o mais uniforme possível. A solução obtida foi filtrada duas vezes através de 

tamis de plástico descartáveis com gaze para reter ao máximo os resíduos dos tecidos, logo 

após, o líquido foi transferido para tubos de 15 ml e centrifugado a 402,48 xg durante 5 

minutos. Decorrido este tempo, foi descartado o sobrenadante e acondicionado o precipitado 

em tubos estéreis de 2 ml com tampa de rosca e mantidos em refrigeração. 
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Figura 10: Imagem dos moluscos selecionados, após a retirada das valvas: A - 30 
animais sem as valvas; B – mexilhão isolado para dissecção e C – separação parcial da 
glândula digestiva e brânquias. 
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3.3 Locais da Análise Laboratorial  
 

O processamento das amostras foi realizado no Laboratório de Protozoologia, 

localizado no Departamento de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro. Os procedimentos como extração de DNA e as técnicas da PCR foram realizadas 

no Laboratório de Biologia Molecular pertencente ao mesmo Departamento e Universidade 

citados acima. O sequenciamento das amostras positivas foi efetuado pela empresa coreana 

MACROGEN.  

 

3.4 Extração de DNA das Amostras 
 

Para a extração de DNA foi utilizado o protocolo segundo Huber et al. (2007). Cerca 

de 200 µl de suspensão dos mexilhões foram transferidos para microtubo de 1,5 ml contendo 

aproximadamente 0,2g de pérolas de vidro com 420 a 600 micrometros de diâmetro 

(Sigma®). Ao tubo foram adicionados 500µl de DNAzol ® (Invitrogen) e 70 µl de solução de 

polivinilpirrolidona (PVP) a 0,5% (Sigma).  

Os microtubos foram agitados três vezes em vórtex, cada vez durante dois minutos e 

mantidos a 96º C por 60 minutos em termobloco. Posteriormente, foram centrifugados por 20 

minutos e o sobrenadante transferido para outro microtubo de 1,5 ml, em seguida 

acrescentado 1000 µl de etanol absoluto e centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e ao 

pellet formado foi adicionado 500µl etanol 95% e levado a centrífuga durante 5 minutos.  Este 

procedimento foi realizado duas vezes sem desprezar o primeiro volume. O sobrenadante foi 

desprezado e o pellet foi resuspenso em 500µl de DNAzol, centrifugado e transferido para 

novo microtubo. O DNA foi precipitado com etanol absoluto e a lavagem foi repetida, sendo 

o sedimento resultante resuspenso em 100 µl de tampão Tris-EDTA (TE). Os microtubos 

contendo o DNA foram mantidos a – 20º C até serem utilizados. 

Para a realização da PCR cada amostra sofreu duas diluições, por 10 vezes e 100 

vezes, no intuito de reduzir possíveis inibidores que impedisse a ocorrência da reação. 
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3.5 Realização da PCR e Nested-PCR 
 

A PCR foi realizada utilizando-se um par de iniciadores genérico para 

Cryptosporidium spp. (XIAO  et al., 1999) da região hiper-variada do gene 18SSU rRNA.  

Este conjunto de iniciadores amplifica uma região de 1325 pares de base pela reação da PCR 

e de 826 a 864 pares de base pela Nested-PCR (Tabela 3). Os componentes utilizados na 

técnica da PCR e as condições de amplificação são indicados nas tabelas 4 e 5.  

 

Tabela 3 - Iniciadores usados nas técnicas da PCR e Nested-PCR para identificação da 
presença do gene 18SSU rRNA de espécies de Cryptosporidium nas amostras de mexilhões 
Perna perna. 
 

INICIADORES OU 

PRIMERS 

REGIÃO 

GÊNICA 

SEQUÊNCIA 5´- 3´ FRAGMENTO 

AMPLIFICADO 

PCR 
Foward (F) 

 5`- TTCTAGAGCTAATACATCCG-3` 1325 pb 

 18SSU 
rRNA 

  

PCR 
Reverse (R) 
 

 5`-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3`  

Nested-PCR (F) 
 

 5´-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3` 826 a 864 pb 

 18SSU 
rRNA 

  

Nested-PCR (R)  5`- AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3`  

 

 
Tabela 4 - Componentes com as respectivas concentrações utilizados na técnica PCR para a 
amplificação do gene 18SSU rRNA de espécies de Cryptosporidium nas amostras de  
mexilhões Perna perna. 
 

 
COMPONENTES 

 
CONCENTRAÇÃO 

ESTOQUE 

 
CONCENTRAÇÃO 

DE USO 
 

Água ultrapura *qsp qsp 

Tampão 10X 1X 

MgCl2 50 mM 4 mM 

dNTP 10 mM 200 µM 

Primer F e Primer R 10 pmol/µL 0,2 µM (cada) 

Taq Platinum Polimerase 5 U/µL 1,0 U 

DNA _______ _______ 

Volume total _______ _______ 

*qsp= quantidade suficiente para 
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Tabela 5 - Condições da amplificação dos iniciadores utilizados na técnica PCR para 
pesquisa de Cryptosporidium spp. em mexilhões Perna perna. 

 

 
NÚMEROS DE CICLOS 

 
TEMPERATURA/TEMPO 

 
1 Ciclo 94ºC / 3 minutos 

 94ºC / 45 segundos 

35 Ciclos 55ºC / 45 segundos 

 72ºC / 1 minuto 

1 Ciclo 72ºC / 7 minutos 

 

Foram utilizadas as mesmas condições e componentes de amplificação na segunda 

reação Nested-PCR havendo somente a redução da concentração de MgCl2 para 2mM. 

A amplificação foi realizada em termociclador (Eppendorf®) e os produtos da 

amplificação foram armazenados a 4ºC até a realização da eletroforese em gel de agarose a 

1,2%.  

 

 3.5.1 Controles Positivo e Negativo  
  

Para avaliar os riscos de falso-positivos, falso-negativos ou contaminações foram 

usados controles. Para controle positivo utilizou-se amostra positiva através da microscopia e 

confirmada através do seqüenciamento, depositada no GenBank sob número de acesso 

DQ885333 (HUBER, 2007) como Cryptosporidium parvum. Para o controle negativo foram 

utilizadas as mesmas condições das reações, porém substituindo o DNA da amostra pelo 

mesmo volume de água ultrapura. 

 

3.5.2 Eletroforese em gel de agarose  
  

Os produtos amplificados foram observados através de eletroforese em gel de agarose 

preparado a 1,2% em tampão TAE 1X (Tris base 89 mM, Ácido bórico 89 mM e EDTA 2 

mM).  

Foi utilizado 5 µl do marcador de peso molecular 1kb plus DNA ladder (Invitrogen)  e 

o volume de 10 µl da reação com 2 µl do corante azul de bromofenol para cada amostra.  

Após a aplicação no gel este foi submetido a corrente elétrica de 75 volts durante 45 minutos 



47 
 

numa cuba de eletroforese para a separação das bandas. Em seguida ao término das corridas o 

DNA contido nos géis foi corado com brometo de etídio e visualizado em fonte ultravioleta 

através do sistema de captura de imagem (Bio-Rad) e fotodocumentado.  

 

3.6 Sequenciamento do Gene SSUrRNA e Análise Filogenética 
 

Do total de amostras positivas dos dois locais de estudo, inclusive dentre as diluições, 

foi separada apenas uma das amostras, de acordo com a concentração e considerando a menor 

intensidade de bandas inespecíficas. A partir destas amostras foi realizada novamente a 

amplificação com o segundo par de primers da reação Nested-PCR  na tentativa de se obter a 

concentração 50 ng/µl para o sequenciamento. Um total de 20 amostras foram amplificadas e 

estas foram purificadas com o Kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System e 

quantificadas através de espectofotometria com o uso do equipamento Nanodrop. 

O alinhamento das sequencias e seus ajustes manuais foram feitos utilizando o 

programa Clustal W (LARKIN et al., 2007; GOUJON et al., 2010), as sequências foram 

analisadas através do software MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). 

Na plataforma BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi realizada uma 

busca de todas as sequências obtidas através do sequenciamento dos espécimes utilizando o 

gene SSUrRNA para determinar suas identidades e possíveis homologias e similaridades com 

espécies previamente depositadas no GenBank. 

Como teste filogenético foi realizado bootstrap com 1000 réplicas, das quais foram 

construídas as árvores consenso pelo metodo Neighbor-Joining, utilizando-se o algoritmo 

Kimura 2, para o gene alvo utilizado. As seqüências obtidas no trabalho foram depositadas no 

GenBank. 

 

3.7 Amostras positivas contendo Cryptosporidium parvum 
 

As amostras sequenciadas e diagnosticadas como Cryptosporidium parvum foram 

submetidas ao estudo de outro gene alvo, o GP60 (60 kDa glycoprotein). Os primers 

utilizados na reação da PCR foram AL 3531 (5’-ATA GTC TCC GCT GTA TTC-3’ na 

direção forward) e AL 3534 (5’-GCA GAG GAA CCA GCA TC-3’ na direção reverse), 

obtendo-se amplicons com aproximadamente 950 pb (PENG et al., 2003).  
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Para a Nested-PCR foram utilizados os primers AL 3532 (5`-TCC GCT GTA TTC 

TCA GCC-3’ na direção forward) e LX 0029 (5’ -CGA ACC ACA TTA CAA ATG AAG T- 

3’ na direção reverse) (SULAIMAN et al., 2005). 

As condições e concentrações para a realização da PCR primária e da Nested-PCR 

foram os mesmas descritas anteriormente para as reações com o gene SSUrRNA. 

 

3.7.1 Sequenciamento a partir do Gene GP 60 
 

Todos os procedimentos descritos para o sequenciamento e filogenia realizados nas 

amostras positivas para Cryptosporidium utilizando o gene 18SSUrRNA conforme descrito 

acima, foram seguidos para este outro gene alvo GP60.  

 

3.8 Análises Estatísticas 
 

Foi realizada uma análise descritiva demonstrando a freqüência relativa de amostras 

positivas, de ambos os locais A e B durante o ano de coleta.  

 Objetivando a comparação entre o número de amostras positivas entre os dois locais 

de coleta foi realizado o Teste Z para comparação de proporções.  

 Em busca de respostas sobre a possível associação entre os resultados positivos dos 

dois locais com o índice de pluviosidade; utilizou-se o teste qui-quadrado. O ano foi 

classificado de acordo com os dados de precipitação pluviométrica informados pelo Instituto 

Nacional de Meteorologia (INMET) em dois períodos, seco e chuvoso. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Diagnóstico através da Nested-PCR 
 

Houve a amplificação de 20 das 72 amostras através da reação Nested-PCR em 

concentração suficiente para a visualização das bandas, a partir da eletroforese em gel de 

agarose.  

Em onze dos 12 meses estudados foi diagnosticada amostras de mexilhões Perna 

perna positivas para Cryptosporidium pelo menos um dos locais estudados. As amostras do 

mês de Dezembro foram consideradas negativas (figura 13). 

O local A apresentou amostras positivas durante os meses de Março, Maio, Julho, 

Agosto, Outubro, Novembro de 2009 e Janeiro de 2010; ou seja, em sete dos 12 meses 

estudados. Nos meses Março, Abril, Maio, Junho, Setembro, Outubro de 2009 e Fevereiro de 

2010 foram diagnosticadas amostras positivas dos mexilhões coletados do local B; também 

em sete dos meses pesquisados (figuras 11, 12 e 13).  

Nos meses de Março, Maio, Outubro e Novembro de 2009, as amostras de mexilhões 

dos dois locais de estudo estavam contaminadas por Cryptosporidium.  

A proporção de positivos do local A em relação ao total de 36 amostras foi em torno 

de 30% enquanto do local B foi 25%. O p-valor foi 0,29 maior do que 0,05; demonstrando 

que não houve diferença significativa entre as proporções de amostras positivas entre os dois 

locais de coleta (tabela 06). 

 

4.2 Amostras Seqüenciadas 
 

Do total de amostras positivas a partir do gene 18 SSU rRNA dos dois locais do estudo, 

foram separadas amostras, de acordo com a concentração e considerando a menor intensidade 

de bandas inespecíficas, para serem enviadas ao sequenciamento (figura 14). 
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Figura 11: Amplificação pela Nested-PCR do gene 18SSU rRNA de Cryptosporidium em 
mexilhões Perna perna oriundos do Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. 1) 
Março; 2) Abril; 3) Maio e 4) Junho. A: Lage Preta; B: Praia do Saco. M: marcador de peso 
molecular. Colunas 1: controles positivos; colunas 2: controles negativos; colunas 3 (amostras 
1 sem diluir), 4 (amostras 1 diluições 10-1), 5 (amostras 1 diluições 10-2); 6 (amostras 2 sem 
diluir), 7 (amostras 2 diluições 10-1), 8 (amostras 2 diluições 10-2), 9 (amostras 3 sem diluir), 
10 (amostras 3 diluições 10-1) e 11  (amostras 3 diluições 10-2). 
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Figura 12: Amplificação pela Nested-PCR do gene 18SSU rRNA de Cryptosporidium em 
mexilhões Perna perna oriundos do Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. 
1)Julho 2) Agosto; 3) Setembro e 4) Outubro. A: Lage Preta; B: Praia do Saco. M: marcador 
de peso molecular. Colunas 1: controles positivos; colunas 2: controles negativos; colunas 3 
(amostras 1 sem diluir), 4 (amostras 1 diluições 10-1), 5 (amostras 1 diluições 10-2); 6 
(amostras 2 sem diluir), 7 (amostras 2 diluições 10-1), 8 (amostras 2 diluições 10-2), 9 
(amostras 3 sem diluir), 10 (amostras 3 diluições 10-1) e 11  (amostras 3 diluições 10-2). 
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Figura 13: Amplificação pela Nested-PCR do gene 18SSU rRNA de Cryptosporidium em 
mexilhões Perna perna oriundos do Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. 1) 
Novembro; 2) Dezembro; 3) Janeiro/2010 e 4) Fevereiro/2010. A: Lage Preta; B: Praia do 
Saco. M: marcador de peso molecular. Colunas 1: controles positivos; colunas 2: controles 
negativos; colunas 3 (amostras 1 sem diluir), 4 (amostras 1 diluições 10-1), 5 (amostras 1 
diluições 10-2); 6 (amostras 2 sem diluir), 7 (amostras 2 diluições 10-1), 8 (amostras 2 
diluições 10-2), 9 (amostras 3 sem diluir), 10 (amostras 3 diluições 10-1) e 11  (amostras 3 
diluições 10-2). 
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Tabela 6 – Teste Z para proporções comparando o número de amostras positivas entre os 
locais de coleta de mexilhões Perna perna A e B.  
 

 Local A Local B 
N 11 9 
N 36* 36* 
P 0,305556 0,25 
   
   Z 0,52725  
   

p-valor 0,29901  
 
 Legenda: n = número de amostras positivas; N = número total de amostras; p = proporção 
ente n/N; z = estatística de proporção; p-valor = probabilidade de diferença entre as amostras 
dado um nível de significância de 5%. *N=36 pois não foram consideradas as diluições. 

 

4.3. Sequenciamento e Filogenia  
 

Foi possível a identificação de três espécies de Cryptosporidium nas amostras obtidas 

de mexilhões dos dois locais do estudo, A e B.  

Através da observação da similaridade quando comparadas às seqüências já existentes 

no GenBank. As amostras identificadas como: C. meleagridis apresentaram 97%; como C. 

parvum 99% e C. andersoni 100% de similaridade com as sequências utilizadas.  

Para o alinhamento e filogenia foram consideradas 15 das 20 amostras seqüenciadas. 

O alinhamento das sequências obtidas permitiu a observação de regiões de polimorfismo entre 

as espécies e dentro de cada espécie identificada.  
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Figura 14: Foto do gel de eletroforese da reação Nested-PCR do gene 18SSU rRNA de 
Cryptosporidium em mexilhões Perna perna dos dois locais de estudo A e B. Pente 1- M: 
Marcador (1 Kb Plus DNA Ladder); coluna 1: controle positivo; coluna 2: controle negativo;  
coluna 3: amostra A 1.3; 4: B 1.1; 5: B 1.2; 6: B 2.3 (10-1); 7: A 3.1; 8: B 3.1(10-1) 9: B 4.2 
(10-1); 10: A 5.1 (10-1);  11: A 5.2 (10-1); 12: A 5.3 (10-2); 13: A 6.2; 14: B 7.3;  17: controle 
negativo e 18: controle positivo. Pente 2- M: Marcador (1 Kb Plus DNA Ladder); coluna 1: 
controle positivo; coluna 2: controle negativo;  coluna 3: amostra A 8.2 (10-2); 5: B 8.3 (10-2);  
6: A 9.1 (10-1); 7: A 9.2 (10-1); 8: A 9.3; 13: A 11.3 (10-1); 14: B 12.2 e 15: B12.3.  
 

Ao se analisar o alinhamento dos nucleotídios pode-se observar regiões de menor 

polimorfismo entre duas espécies, considerando C. parvum e C.meleagridis. Apenas a 

mudança de uma base foi percebida como região de polimorfismo entre as três espécies como 

indicado no Anexo A (48 a 50 bases). As espécies C. parvum e C.meleagridis possuem 

sequências muito próximas podendo ser diferenciadas apenas em determinadas regiões. 

A região que abrange entre 446 a 554 bases do alinhamento entre as sequências, foi a 

que apresentou maior polimorfismo interespecífico, permitindo não somente a diferenciação 

entre as três espécies como também entre as duas espécies C. parvum e C.meleagridis. 
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Houve a mudança de bases em determinadas regiões das sequências das amostras 10 e 

13 identificadas como C. andersoni, indicando polimorfismo intraespecífico. Estas mudanças 

podem ser resultantes de mutações ou de um erro da enzima Taq-polimerase na fase de 

extensão da fita de DNA (“escorregão” da Taq) ou ainda uma característica regional desta 

espécie já que não foi comparada com outras sequências brasileiras.  

Na análise filogenética, todas as amostras seqüenciadas agruparam-se às espécies 

correlatas já descritas.  As amostras identificadas como C. parvum apresentaram similaridade 

de 99% com a sequência AF164102 do GenBank, como C. meleagridis, 97% de similaridade 

com a sequencia AF164102 e como C. andersoni, 100% de similaridade com a sequência 

AY954885 (figura 15).  

As sequências obtidas neste estudo foram depositadas no GenBank e receberam os 

seguintes números de acesso: C. meleagridis JX141292, JX141293, JX141294; C. parvum 

JX141295, JX141296, JX141297, JX141298 e JX141299; e C. andersoni JX141300, 

JX141301, JX141302, JX141303, JX141304, JX141305 e JX141306 como indicados na 

figura 15. 
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Figura 15: Árvore filogenética construída a partir do seqüenciamento do gene 18S SSUrRNA 
de espécimes de Cryptosporidium diagnosticadas em amostras de mexilhões Perna perna do 
Município de Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro. Números de acesso de cada sequência 
no GenBank. A análise utilizada na construção da árvore foi a Neighbor-Joining e os valores 
de bootstrap encontram-se acima de 97%.  

 

As três espécies que foram diagnosticadas nos mexilhões coletados nos locais A e B 

ao longo do ano de estudo podem ser observadas na tabela 07. No mês de Março foram 

diagnosticadas as espécies C. meleagridis (local A) e C. parvum (local B), enquanto em Maio 

e Outubro, nos dois locais foi diagnosticada a espécie C. andersoni. Em Novembro as 

espécies C. parvum e C. andersoni foram diagnosticadas nos mexilhões oriundos do mesmo 

local (local A). 

Na tabela 07 observa-se que de um total de sete coletas; durante os meses de março a 

setembro de 2009, não houve mensuração de precipitação pluviométrica, segundo o INMET, 

constituindo o período seco do ano. Enquanto que em um total de cinco coletas, nos meses de 

Outubro de 2009 a Fevereiro de 2010; constituíram o período chuvoso. 

 C. meleagridis JX141292 

C. meleagridis JX141293 

 

C. parvum JX141295 

C. meleagridis JX141294 

C. andersoni JX14301 

 C. andersoni JX14302 

C. andersoni JX14303 

C. andersoni JX14305 

C. andersoni JX14306 

C. andersoni JX141300  

C. andersoni JX14304 

 C. parvum JX141296 

 C. parvum JX141297 

 C. parvum JX141299 

 C. parvum JX141298 

 C. parvum AF164102 

 C. meleagridis AF112574  

 C. andersoni AY954885 
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No período chuvoso, das 30 amostras analisadas foram detectadas cinco positivas do 

local A e três do local B; no período seco, das 42 analisadas, os resultados foram seis 

amostras positivas do local A e seis do local B. 

O resultado da análise estatística da possível associação entre o período chuvoso e a 

presença de Cryptosporidium spp. no local A, através do teste Qui-quadrado, demonstrou não 

haver influência da presença ou ausência das chuvas na positividade das amostras (X2 

0,111317 < X2 tab. 3,841459). O mesmo pode-se concluir para o local B diante do resultado 

X2 1,12 < X2 tab 3,841459. 
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Tabela 7 – Amostras positivas de mexilhões Perna perna para Cryptosporidium, dos dois 
locais de estudo A e B a partir das 12 coletas mensais. Espécies identificadas através do 
seqüenciamento genético (18SSU rRNA). Períodos anuais classificados entre seco e chuvoso 
de acordo com a precipitação pluviométrica.  
 

AMOSTRAS MÊS ESPÉCIES PRECIPITAÇÃO 
(mm)* 

PERÍODO  

A 1.3 Março/09 C. meleagridis 
 

0 Seco 

B 1.1 Março/09 C. parvum 
 

0 Seco 

B 1.2 Março/09 C. parvum 
 

0 Seco 

B 2.3  Abril/09 C. meleagridis 
 

0 Seco 

A 3.1 Maio/09 C. andersoni 
 

0 Seco 

B 3.1  Maio/09 C. andersoni 
 

0 Seco 

B 4.2 Junho/09 C. parvum 
 

0 Seco 

A 5.1  Julho/09 C. andersoni 
 

0 Seco 

A 5.2 Julho/09 C. andersoni 
 

0 Seco 

A 5.3  Julho/09 C. andersoni 
 

0 Seco 

A 6.2 Agosto/09 C. andersoni 
 

0 Seco 

B 7.3 Setembro/09 C. andersoni 
 

0 Seco 

A 8.2  Outubro/09 C. andersoni 
 

19 Chuvoso 

B 8.3  Outubro/09 C. andersoni 
 

19 Chuvoso 

A 9.1  Novembro/09 C. parvum 
 

179,8 Chuvoso 

A 9.2  Novembro/09 C. parvum 
 

179,8 Chuvoso 

A 9.3 Novembro/09 C. andersoni 
 

179,8 Chuvoso 

A 11.3  Janeiro/10 C. meleagridis 
 

115,6 Chuvoso 

B 12.2 Fevereiro/10 C. parvum 
 

144,2 Chuvoso 

B 12.3 Fevereiro/10 C. parvum 144,2 Chuvoso 

Legenda: A 1.3; onde A= local A, 1= primeira coleta, 3= amostra 3 (constituída por 10 mexilhões). B 
1.1; onde B= local B; 1= primeira coleta, 1= amostra 1 (constituída por 10 mexilhões). Fonte: *Os 
dados de precipitação pluviométrica e temperatura foram obtidos pelo Instituto Nacional de 
Meteorologia (INMET). 
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4.4 Amostras positivas para Cryptosporidium parvum 
 

As sete amostras que foram diagnosticadas como Cryptosporidium parvum a partir do 

gene 18 SSU rRNA foram submetidas a amplificação através da reação Nested-PCR utilizando 

o gene alvo GP60 (figura 16). Sendo que uma das amostras do mês de Novembro (A 9.3) 

diagnosticada como C. andersoni também foi analisada, pois o seu seqüenciamento 

demonstrou haver a sobreposição de bases e as outras duas amostras (A 9.1 e A9.2) do mesmo 

mês foram identificadas como C. parvum. 

 

 

 

 

Figura 16: Foto do gel de eletroforese da reação Nested-PCR do gene GP60 de 
Cryptosporidium parvum em mexilhões Perna perna dos dois locais de estudo A e B. M: 
Marcador (1 Kb Plus DNA Ladder); coluna 1: controle positivo; coluna 2: controle negativo;  
coluna 3: amostra B 1.1; 4: B 1.2; 5: B 4.2; 6: A 9.1; 7: A 9.2 (10-1); 8: B 12.2; 9: B12.3 e 10: 
A 9.3. 
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5 DISCUSSÃO 
 

  Foi possível diagnosticar mexilhões positivos para o gênero Cryptosporidium em sete 

dos 12 meses de coletas dos dois locais A e B. Sendo encontrada em cinco meses de coleta a 

espécie C. andersoni, em dois meses a espécie C. meleagridis e em um mês foi encontrado C. 

parvum no local A. Enquanto para o local B, os resultados mostraram que em três meses a 

espécie identificada foi C. andersoni, em outros distintos três meses, C. parvum e em um mês 

C. meleagridis. 

 Apesar da prevalência de C. andersoni em mexilhões Perna perna ao longo do ano de 

estudo, a presença das espécies potencialmente zoonóticas C. meleagridis e C. parvum ainda 

que em três dos 12 meses confirma o risco do consumo dos mexilhões do local A. Os 

protozoários estão presente na água do mar que banha o costão rochoso de onde 

periodicamente são retirados os animais para o consumo humano. Desta forma os resultados 

dessa pesquisa indicam a possível utilização de mexilhões Perna perna como indicadores de 

contaminação ambiental. 

A capacidade dos mexilhões acumularem os oocistos em seus tecidos também foi 

confirmada por outros autores, como Gómez-Bautista et al. (2000), que detectaram oocistos e 

cistos de Cryptosporidium spp. e Giardia spp em bivalves destinados ao consumo humano na 

Espanha. Gomez-Couso e colaboadores (2003) encontraram oocistos de Cryptosporidium spp. 

viáveis em ostras comercializadas levantando o risco a saúde pública. 

 Pode-se observar que os órgãos separados para a realização das análises investigativas, 

brânquias e glândulas digestivas, foram capazes de concentrar o protozoário Cryptosporidium 

sendo indicados em casos que existam pequenas quantidades de patógenos. Estes resultados 

confirmam o que Gómez-Couso et al. (2005) encontraram quando infectaram 

experimentalmente amêijoas com C. parvum e investigaram a presença de oocistos em 

diferentes órgãos. Estavam presentes nas brânquias, no estômago, na glândula digestiva e no 

intestino. A presença dos oocistos nas fezes demonstrou a possibilidade de disseminação 

destes para o meio ambiente. Também foram encontrados oocistos no muco branquial 

sugerindo a ocorrência de repetidas filtrações e a permanência de sua capacidade infectiva. 

A questão em torno da origem destes protozoários é muito ampla e complexa, 

permeando aspectos ecológicos e ambientais como o não tratamento de esgoto doméstico e 

seu lançamento diretamente no mar, ainda fatores como a criação intensiva de animais de 

produção, principalmente bovinos, cujos dejetos são drenados através das chuvas para rios e 

estes desaguando no mar.  
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A presença destas três espécies provavelmente ocorra ao mesmo tempo e diversos 

fatores podem estar influenciando no aumento da concentração de uma delas em determinado 

período do ano. Por exemplo, o aumento da emissão de esgoto urbano em épocas de maior 

densidade populacional na região devido ao turismo no litoral, a drenagem de fezes de 

animais através de chuvas intensas e também de águas residuais agrícolas para rios que 

deságuem no mar. 

Pesquisas demonstraram que atividades agroindustriais além do elevado índice 

populacional de uma região podem influenciar na contaminação de áreas marinhas. Na costa 

de Izmir (Turquia), densamente povoada e de grande atividade agrícola e industrial; verificou-

se que a qualidade da água da baía melhorou após a criação da estação de tratamento de águas 

residuais em 2000. No entanto, as contagens de coliformes fecais se mantiveram acima do 

limite permitido, consequentemente, os mexilhões continuaram apresentando risco a saúde 

pública (KACAR E GUNGOR, 2010). 

Na Irlanda através de técnicas biomoleculares utilizadas para avaliar a presença e a 

concentração de enteropatógenos humanos na água; LUCY e colaboradores (2008) 

encontraram espécies como Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, entre outros, 

envolvidos em epidemias gastrointestinais; em locais que recebem escoamento agrícola e  

lançamento de efluentes contendo resíduo fecal humano e animal. A contaminação de águas 

irlandesas por estes enteropatógenos humanos demonstra o risco para saúde pública, tanto ao 

consumo de água potável como para recreação e actividades aquáticas. 

Lévesque et al. (2010) provaram o risco do consumo do molusco cru através da 

presença de diversos microrganismos indicadores de contaminação fecal em mexilhões da 

espécie Mytilus edulis de comunidades em Nunavik (Quebec). Foram encontrados 

Escherichia coli, Clostridium perfringens, Salmonella spp., além dos protozoários 

potencialmente zoonóticos Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp., reafirmando a 

necessidade da recomendação do consumo de moluscos bem cozidos.  

No presente estudo, apesar de a análise estatística demonstrar que não houve 

influência das chuvas em relação à positividade das amostras para Cryptosporidium, algumas 

pesquisas têm relacionado a presença de contaminantes fecais com algumas condições 

ambientais.  

Miller et al (2005) demonstraram que as amostras de moluscos durante a estação 

chuvosa foram mais propensas a conter oocistos de Cryptosporidium e cistos de Giardia. 
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Nesta pesquisa talvez o número de coletas e/ou amostras não tenha sido robusto o bastante 

para permitir tal associação. 

Ao comparar o número de microrganismos encontrados em mexilhões Mytilus 

galloprovincialis, indicadores de contaminação ambiental por esgoto, como Coliformes 

fecais, entre as quatro estações do ano, Kacar (2011) afirmou que os resultados foram maiores 

na Primavera e no Outono. Segundo o autor, a contaminação bacteriana nestas estações pode 

estar relacionada a algumas condições ambientais (tais como períodos de chuvas) o que 

provavelmente afetou a qualidade dos mexilhões coletados naqueles meses.  

 Diante dos resultados do local A, provavelmente existam criações de bovinos 

próximos à região e uma fonte de drenagem das fezes sendo despejados no mar justificando a 

contaminação dos mexilhões por C. andersoni, que tem como hospedeiro principal o bovino. 

Neste caso o índice pluviométrico, ou seja, a questão das chuvas como possível forma de 

carrear as fezes para o mar não se confirmou através dos dados fornecidos pelo INMET 

durante os meses estudados. Nos meses em que esta espécie foi prevalente, o índice de 

pluviosidade foi igual a zero. 

A presença das espécies zoonóticas C. meleagridis e C. parvum no local A pode ser 

explicada pelo alto índice populacional da região com um crescimento desenfreado da 

urbanização com falta de saneamento básico, cujo esgoto doméstico provavelmente é 

despejado diretamente na água do mar sem tratamento prévio. Estes dados oficiais foram 

solicitados ao órgão responsável, Companhia Estadual de Água e Esgoto (CEDAE), porém 

não obteve-se resposta até o momento. Como Cryptosporidium é um protozoário de 

veiculação hídrica, com a forma infectante sendo eliminada através das fezes de seus 

hospedeiros, esses dados nos indica a insalubridade na qualidade desse ambiente aquático. 

 É provável que o rio do Saco, desaguando muito próximo ao local B, contenha esgoto 

doméstico sem tratamento de toda a região, inclusive do bairro bastante populoso da praia do 

Saco, e os dejetos de animais domésticos criados ao longo da Serra do Piloto, de onde nasce o 

rio, justificando a presença das três espécies deste local. As espécies C. meleagridis e C. 

parvum podem estar presentes devido a contaminação da água do mar por fezes humanas, 

e/ou de aves contendo oocistos no caso da primeira espécie, e/ou de bovinos ou outros 

mamíferos dos quais já foram isolados C. Parvum.  

Segundo FAYER et al. (1998) oocistos de Cryptosporidium hominis são 

principalmente eliminados por seres humanos enquanto oocistos de C. parvum são eliminados 

por ambos hospedeiros humano e animal. Cryptosporidium hominis, Criptosporidium bailey e 



63 
 

C. parvum foram encontrados em ostras e após a detecção dos genótipos de C. hominis e 

C.bailey em bivalves, foi possível a investigação de fontes de poluição fecal de humanos e de 

aves e o surgimento de estratégias para reduzir a poluição fecal. Para o genótipo hospedeiro 

não específico, C. parvum, apenas a localização geográfica de bivalves contaminados pode 

fornecer indícios a respeito de fontes de poluição fecal. No presente trabalho as amostras 

identificadas como C. parvum foram submetidas a análise dos subgenótipos para avaliar a 

capacidade zoonótica para então se discutir possíveis estratégias, juntamente com os órgãos 

públicos, para a redução da poluição fecal da água do mar da região de Mangaratiba, Estado 

do Rio de Janeiro. 

A espécie C. andersoni, apesar de estar associada na grande maioria das pesquisas ao 

seu isolamento de fezes de bovinos não sendo caracteristicamente uma espécie de potencial 

zoonótico, há relatos isolados indicando sua ocorrência em humanos. No histórico das 

espécies endêmicas de Cryptosporidium que infectam humanos em várias partes do mundo, 

Xiao e Feng (2008) citam que as cinco espécies responsáveis pela maioria das infecções, tanto 

em indivíduos imunocompetentes quanto em imunocomprometidos, são: C. hominis, C. 

parvum, C. meleagridis, C. felis e C. canis. Ocasionalmente, outras poucas espécies e 

genótipos de Cryptosporidium são encontrados em humanos, como C. muris, C. suis, C. 

andersoni, e Cryptosporidium genótipos do cervo e do macaco. 

No presente trabalho C. andersoni foi a espécie prevalente, das 20 amostras 

seqüenciadas, 10 apresentaram 99% de similaridade com aquelas depositadas do genbank. 

Durante o ano de coleta, no mês de Maio, e de Julho a Novembro, ou seja, em 6 dos 12 

meses, a espécie esteve presente em amostras de mexilhões Perna perna de ambos os locais A 

e B. 

 As regiões analisadas são compostas por áreas tanto urbanas como rurais, indicando o 

contato do homem com animais. É importante a observação da característica do turismo 

intensificar a ocupação da região principalmente no verão devido a presença das praias. 

Durante esta época do ano pode haver maior possibilidade de transmissão da doença, tanto 

pela ingestão dos moluscos ou água do mar contaminados, como através do contato com uma 

pessoa que esteja eliminando oocistos e a ingestão destes. Na Austrália estudos revelaram 

que, dos isolados humanos, C. hominis (75,2%) foi predominante tanto na área urbana como 

na rural; C. parvum (22,9%) foi mais presente nos casos urbanos e C. meleagridis representou 

1,9% dos casos. Ainda concluíram que a principal rota de transmissão parece ser a direta de 

pessoa a pessoa (NG et al., 2008).  
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O método de detecção dos oocistos de Cryptosporidium utilizado nesta pesquisa 

através da análise de DNA, a PCR, permitiu não somente o diagnóstico do protozoário em 

mexilhões utilizados para alimentação humana como a identificação das espécies presentes 

nas amostras positivas, através do seqüenciamento. O uso da Nested-PCR tornou-se 

especialmente importante já que é necessária uma alta sensibilidade para detectar os oocistos 

contidos nas amostras que provavelmente estavam em pequena quantidade e que continham 

um elevado grau de inibidores. Portanto, a técnica escolhida foi adequada para responder a 

hipótese da pesquisa apesar de suas desvantagens e limitações e existirem outras técnicas que 

permitam o diagnóstico em questão.  

Segundo Miller et al (2005) as vantagens dos métodos IMS e DFA são que os 

resultados são quantitativos, e que amostras frescas ou preservadas em formalina podem ser 

analisadas. No entanto, tecidos congelados não são adequados para a análise por DFA, porque 

oocistos e cistos podem romper durante o congelamento e descongelamento. Outra 

desvantagem da DFA é que não pode distinguir os genótipos de Cryptosporidium. 

Contrariamente, os métodos de PCR podem ser usados para a identificação de genótipos e 

podem ser usados em tecidos frescos ou congelados, mas os preservados em formalina são 

problemáticos. A limitação de PCR convencionais é que os resultados não são quantitativos, 

embora o aumento da precisão da técnica através de PCR quantitativo como Taq Man PCR 

possa resolver este problema. 

Sturbaum et al. (2002) observaram que os falsos positivos podem ocorrer através da 

detecção por PCR se a análise da seqüência de DNA não for executada. A escolha final entre 

DFA e métodos de detecção da PCR pode, então, depender se o objetivo é quantificação do 

parasita ou identificação de genótipos, ou ambos. 

Inibidores, principalmente compostos orgânicos, presentes em amostras complexas, 

tais como fezes e solos, podem diminuir a sensibilidade da PCR em até 1000 vezes (WARD e 

WANG, 2001). A falha na ruptura dos oocistos durante a extração pode impedir a liberação 

do DNA para a análise, a adsorção do DNA por compostos presentes nas amostras e a 

presença de inibidores da PCR são problemas a serem superados pelos métodos de extração 

(SCORZA et al., 2003). 

Apesar da capacidade dos moluscos bivalves de bioacumularem poluentes e patógenos 

do meio aquático, ao serem transferidos para áreas limpas, são capazes de depurar as 

substâncias concentradas em seus tecidos. Nappier et al. (2010) analisaram duas espécies de 

ostras de Baltimore – USA quanto a capacidade de bioacumulação, retenção e depuração de 
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enteropatógenos humanos, dentre eles, Cryptosporidium parvum. A ostra Crassostrea 

ariakensis quando comparada com a ostra C. Virgini demonstrou ter maior capacidade 

bioacumuladora de enteropatógenos e menor capacidade de depuração. Os autores destacaram 

o papel das espécies na transmissão de várias doenças e a ameaça à saúde pública para as 

pessoas que consomem as ostras cruas de locais contaminados. 

Nesta pesquisa os locais de coleta foram escolhidos por serem retirados os mexilhões 

para consumo humano e comercialização através da extração direta do costão rochoso, desta 

forma não há a possibilidade de transferência para regiões não contaminadas objetivando a 

depuração natural. Em cultivos de moluscos, este é um procedimento adequado e esperado no 

caso de existir um monitoramento constante através de análises periódicas tanto da água como 

dos animais. Entretanto, o processo de depuração aplicado aos moluscos pode ser ineficaz em 

relação ao Cryptosporidium sp. Oocistos foram detectados em amostras com tempos de 

depuração superior a 72 horas (SANTOS et al, 2000) 

Outra maneira de assegurar a sanidade dos mexilhões como alimento seria submetê-

los a processos de beneficiamento que os exponham a altas temperaturas, incluindo o simples 

e quase sem custo cozimento.  

Uma das formas de tratamento alternativo de alimentos é o Processamento de Alta 

Pressão Hidrostática do inglês High hydrostatic Pressure Processing (HPP). Collins e 

colaboradores (2005)  avaliaram a viabilidade de oocistos de C. parvum em ostras 

Crassostrea virginica. As ostras foram artificialmente expostas  aos oocistos de C. parvum e 

submetidas ao tratamento HPP. Este método foi significativamente eficaz na redução do 

número de filhotes de rato positivos alimentados com tecidos de ostra expostos a oocistos de 

C. parvum. Este tipo de processamento de alimentos demonstrou a possibilidade de  

aplicações comerciais para melhorar a segurança de frutos do mar e reduzir os riscos de 

criptosporidiose à saúde pública. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

• O diagnóstico de espécies de Cryptosporidium em amostras de mexilhões 

Perna perna obtidos dos dois locais de estudo, ambos no município de 

Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro, indica a provável contaminação 

ambiental por este protozoário.  

 

• Através do seqüenciamento e da análise filogenética foi possível a observação 

de todas as amostras seqüenciadas agrupando-se à espécies correlatas já 

descritas, além de possibilitar o depósito das 15 sequências obtidas neste 

estudo no GenBank  

 

• As três espécies encontradas, Cryptosporidium parvum; C. meleagridis e C. 

andersoni, podem causar infecção humana através da ingestão de mexilhões 

Perna perna crus ou parcialmente cozidos o que indica possíveis riscos ao 

consumo destes moluscos oriundos da região estudada.  

 

• Neste estudo não houve correlação entre os índices de precipitação 

pluviométrica da região dos locais de coletas e a positividade das amostras de 

mexilhões Perna perna, ou seja, a chuva ou a falta desta não influenciou na 

presença do protozoário nos moluscos analisados. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

É importante que haja a aplicação dos resultados obtidos nesta pesquisa através da 

informação da população de Mangaratiba, especialmente aqueles que extraem os mexilhões 

dos costões, para próprio consumo e comercialização, além dos órgãos públicos competentes, 

a exemplo da Prefeitura Municipal, para que sejam analisadas e praticadas estratégias na 

tentativa de ao menos reduzir a contaminação da água do mar.  

 

A continuação dos estudos na região no intuito de elucidar a epidemiologia será de 

extrema relevância já que este estudo não abordou o levantamento de dados epidemiológicos 

como a investigação de casos humanos e animais de criptosporidiose. 
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ANEXOS 

ANEXO A - Alinhamento das seqüências das 15 amostras de mexilhões Perna perna 
positivas para Cryptosporidium, através da amplificação do gene 18SSUrRNA, a partir das 
sequencias depositadas no GenBank de C. meleagridis, C. parvum e C. andersoni; 
respectivamente: AF112574, AF164102 e AY954885. Onde * indicam posições totalmente 
conservadas; : indica conservação entre os grupos de propriedades de forte semelhança; . 
indica conservação entre grupos de propriedades de fraca semelhança;               indica 
polimorfismo entre 2 espécies;    indica polimorfismo entre as 3 espécies; bases em vermelho:  
mudanças intraespecíficas; Bases em cinza: mudanças interespecíficas.  
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