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Summary

Bovine cryptosporidiosis is a parasitic disease caused by protozoa of the genus Cryptosporidium, with Cryptosporidium parvum
being an important agent of neonatal diarrhoea in calves. This study aimed to determine the occurrence of Cryptosporidium spp. in
calves under one month of age from cattle farms in the district of Portalegre, Portugal, and to molecularly identify the species
involved. Between February and May 2024, 55 faecal samples were collected from calves originating from 14 beef and dairy farms.
Samples were analysed using parasitological methods and Ziehl-Neelsen staining, direct immunofluorescence and PCR. The
overall prevalence of infection was 47% (26/55). Molecular analysis confirmed the predominance of C. parvum, while one sample
was identified as C. bovis. These findings demonstrate the widespread occurrence of this parasite in cattle farms from the Alto
Alentejo region and reinforce the importance of prophylactic measures and good management practices to reduce transmission.
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Resumo

A criptosporidiose bovina é uma parasitose causada por protozoarios do género Cryptosporidium, sendo Cryptosporidium parvum
um importante agente de diarreia neonatal em vitelos. O presente estudo teve como objetivo determinar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em vitelos com menos de um més de idade provenientes de exploragdes bovinas do distrito de Portalegre,
bem como identificar as espécies presentes através de métodos moleculares. Entre fevereiro e maio de 2024 foram recolhidas 55
amostras fecais de vitelos de 14 exploragbes de carne e leite. As amostras foram analisadas por técnicas parasitoldgicas e
coloragao de Ziehl-Neelsen, imunofluorescéncia direta e PCR. A prevaléncia global de infecao foi de 47% (26/55). A analise
molecular confirmou a predominancia de C. parvum, sendo igualmente identificada uma amostra positiva para C. bovis. Os
resultados demonstram a elevada disseminagéo deste parasita em exploragdes bovinas do Alto Alentejo e reforgam a importancia
de medidas profilaticas e boas praticas de maneio para reduzir a transmissao da infegao.
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suscetibilidade devido a imaturidade do sistema imunitario

Introducao

A criptosporidiose € uma zoonose causada por protozoarios
do género Cryptosporidium spp., capazes de infetar uma vasta
gama de hospedeiros animais. Trata-se de uma doenca de
distribuigdo mundial, uma vez que os oocistos esporulados,
forma infetante do parasita, apresentam elevada resisténcia
ambiental, distribuigcdo ubiquitaria e grande capacidade de
disseminagédo (Louro et al.,, 2024). A transmissdo ocorre
principalmente por via fecal-oral, através do contacto direto
com animais infetados ou indiretamente pela ingestdo de
agua, alimentos ou fomites contaminados. Em bovinos, a
infecdo ocorre maioritariamente durante o primeiro més de
vida, periodo em que os Vvitelos apresentam maior

(Chen et al., 2023; Rodrigues, 2024).

Os vitelos neonatos constituem importantes reservatérios do
parasita, estando frequentemente associados a quadros de
diarreia neonatal e perdas produtivas significativas. Estudos
realizados entre 2016 e 2018 em 32 exploragdes do distrito de
Evora demonstraram que 55,7% dos vitelos com menos de um
més de idade eram positivos para Cryptosporidium spp.,
sendo 62,5% das exploragdes positivas para C. parvum
(Martins, 2018). Em Espanha, foram reportadas prevaléncias
de C. parvum em vitelos na ordem dos 17%, bem como a
presenca de C. andersoni em novilhos, embora com menor
frequéncia (Diaz et al., 2021). Por sua vez, entre 2014 e 2017,
um estudo realizado em vitelos de carne sintomaticos de
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diferentes regides do Norte Alentejano (Elvas, Terrugem,
Monforte, Campo Maior e Arronches) revelou uma prevaléncia
de 39% para C. parvum em 75 animais analisados (Santos &
Minas, 2018).

O distrito de Portalegre apresenta uma importante atividade
pecuaria bovina, com exploragdes de carne e leite de elevada
importancia econdmica. Apesar da reconhecida relevancia da
criptosporidiose bovina nas exploragdes alentejanas,
continuam a existir poucos estudos epidemiolégicos focados
em vitelos neonatos nesta regido, bem como reduzida
sensibilizacdo dos produtores relativamente ao impacto da
doenca. O conhecimento atualizado da epidemiologia do
parasita e a implementacao de praticas adequadas de maneio
sdo fundamentais para o estabelecimento de medidas
preventivas eficazes e para a redugédo da disseminacdo da
infecdo, minimizando os impactos na saude e bem-estar
animal assim como na saude publica.

O presente estudo teve como objetivos avaliar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em vitelos com menos de um més de
idade, com ou sem sinais clinicos, provenientes de
exploracdes bovinas do distrito de Portalegre, bem como
identificar molecularmente as espécies presentes nas
amostras positivas com maior carga parasitaria.

Materiais e Métodos

Area de estudo e recolha de amostras

Entre fevereiro e maio de 2024, foram recolhidas 55 amostras
fecais de vitelos com menos de um més de idade,
provenientes de 14 exploragdes bovinas localizadas em
diferentes concelhos do distrito de Portalegre. As exploragdes
incluidas no estudo foram selecionadas de forma
oportunistica, procurando assegurar uma distribuigdo
geografica representativa do distrito, no ambito de
intervengbes sanitarias acompanhadas pelo médico
veterinario assistente dessas exploragbes. A maioria das
amostras foi obtida em onze exploragdes de bovinos de carne
em regime extensivo, tendo sido igualmente incluidas trés
exploragdes leiteiras em regime intensivo.

As amostras fecais foram recolhidas por estimulagao retal, de
modo a minimizar contaminagbes ambientais, em vitelos com
ou sem sinais clinicos de diarreia, recolhendo-se entre uma a
sete amostras por exploragdo. Todas as amostras foram
devidamente identificadas, acondicionadas sob refrigeracédo e
transportadas para laboratério para posterior processamento.
As colheitas foram realizadas com consentimento informado
dos produtores e no ambito de exames fisicos e
procedimentos clinicos de rotina, ndo tendo sido efetuados
procedimentos invasivos adicionais aos animais.
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Técnicas
oocistos

laboratoriais para detecdao de

Para a detecdo de oocistos de Cryptosporidium spp., as
amostras fecais foram processadas e filtradas de acordo com
o descrito em Louro et al. (2025), de forma a obter
preparagbes destinadas a coloragdo por Ziehl-Neelsen
modificada e a imunofluorescéncia direta. Posteriormente,
procedeu-se a observagdo microscopica através da técnica de
Ziehl-Neelsen (ZN) e da técnica de Imunofluorescéncia Direta
(IFD), de acordo com metodologias previamente descritas na
literatura (Louro et al., 2025).

Extracdo de DNA e PCR

Das amostras positivas para Cryptosporidium spp., foram
selecionadas aquelas com maior carga parasitaria para
caracterizacdo molecular. O DNA gendmico foi extraido a
partir das amostras fecais utilizando o kit NZY Tissue gDNA
Isolation Kit (NZYTech, Portugal), seguindo as instrugdes do
fabricante para amostras fecais. As amostras de DNA extraido
foram armazenadas a -20 °C até posterior analise molecular.
A identificagdo das espécies foi realizada através de PCR
seguida de analise de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), utilizando as enzimas de restricdo Mboll e
Sspl, de acordo com a metodologia descrita por Louro et al.
(2024). Em todas as reagdes de PCR foi incluida uma amostra
positiva de C. parvum como controlo positivo e agua ultrapura
como controlo negativo.

Analise estatistica

A prevaléncia de infecdo por Cryptosporidium spp. foi
calculada com os respetivos intervalos de confianca a 95%
(IC95%). A associagdo entre a presenca de diarreia e a
positividade das amostras foi avaliada através do teste exato
de Fisher, considerando-se estatisticamente significativo um
valor de p < 0,05.

Resultados

Foram analisadas 55 amostras fecais de vitelos com menos
de um més de idade, provenientes de 14 exploragdes do
distrito de Portalegre. A presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp. foi inicialmente avaliada através da
técnica de ZN, tendo sido identificadas 20 amostras positivas
(20/55). Posteriormente, todas as amostras foram analisadas
por IFD, técnica que permitiu identificar 26 amostras positivas
(26/55), incluindo as 20 amostras identificadas por ZN. A
prevaléncia global de infegéo por Cryptosporidium spp. foi de
47,3% (26/55; 1C95%: 34,7-60,2%). Nos vitelos sem diarreia,
a prevaléncia observada foi de 43,6% (17/39; 1C95%: 29,3—
59,0%), enquanto nos animais com diarreia foi de 56,3%
(9/16; 1C95%: 33,2-76,9%). A andlise estatistica nao
demonstrou associacdo significativa entre a presenca de
diarreia e a positividade para Cryptosporidium spp. (teste
exato de Fisher; p = 0,553).
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Das 14 exploragdes incluidas no estudo, 12 apresentaram
pelo menos um animal positivo para Cryptosporidium spp.,
correspondendo a uma prevaléncia ao nivel das exploragdes
de 85,7%. A prevaléncia dentro das exploragbes variou entre
0% e 100%, observando-se diferengas entre exploracdes e
concelhos do distrito de Portalegre. A distribuicdo dos
resultados por exploragdo encontra-se apresentada na Tabela
1. A comparagdo entre os métodos laboratoriais utilizados
demonstrou um maior nimero de detegbes positivas pela
técnica de IFD relativamente a coloragdo ZN. As amostras
positivas por IFD foram classificadas de acordo com a carga
parasitaria observada por microscopia, considerando-se trés
niveis distintos em ampliagdo de 400x: N1 (1-5 oocistos por
campo observado), N2 (<20 oocistos por campo) e N3 (>20
oocistos por campo). As amostras com maior carga parasitaria
foram selecionadas para posterior caracterizagdo molecular.
Para analise molecular, foram selecionadas nove amostras
com elevada carga parasitaria observada por IFD. A
identificagdo molecular por PCR-RFLP confirmou a presencga
de Cryptosporidium parvum em oito amostras, enquanto uma
amostra foi identificada como C. bovis. Relativamente a
consisténcia fecal, observaram-se amostras positivas tanto
em vitelos com diarreia como em animais sem sinais clinicos
evidentes.

Tabela 1. Localizagéo das exploragdes de bovinos de leite (L1 a L3) e de
bovinos de carne (C4 a C14), total de amostras por exploracdo e
resultados (positivos/negativos na cominagéo de ZN + IFD).

Exploragdo Concelho Res l_jlta do ZN".F.D
Negatvo  Positivo
L1 Campo Maior 5 3 2
L2 Avis 2 0 2
L3 Nisa 2 0 2
c4 Avis 3 1 2
C5 Elvas 7 4 3
C6 Nisa 3 3 0
C7 Porte de Sor 1 0 1
c8 Sousel 1 0 1
C9 Monforte 5 3 2
c10 Sousel 7 5 2
ci1 Arronches 5 5 0
C12 Alter Real 4 2 2
C13 Elvas 4 1 3
C14 Carmpo Maior B 2 4
55 29 26

A distribuicdo geografica das exploragdes amostradas
encontra-se representada na Figura 1, sendo igualmente
apresentadas imagens representativas das observagbes
microscopicas obtidas pelas técnicas de ZN e IFD (Figuras 2).

Figura 1. Distribuicdo geografica das exploragdes e nimero de amostras
recolhidos nos concelhos do distrito de Portalegre.
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Figura 2. Oocistos de Cryptosporidium spp. em esfregago fecal corado
com Ziehl-Neelsen (A), ampliagdo 1000x e por Imunofluorescéncia Direta
(B), ampliagdo 400x.

A

Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram uma elevada
ocorréncia de Cryptosporidium spp. em vitelos com menos de
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um més de idade no distrito de Portalegre, tendo sido
observada uma prevaléncia global de 47% e positividade em
12 das 14 exploragdes estudadas. Estes dados reforcam a
importancia da criptosporidiose como uma das principais
parasitoses associadas a diarreia neonatal bovina e estdo de
acordo com estudos prévios realizados noutras regides do
Alentejo e de Portugal. Apesar de a prevaléncia de
Cryptosporidium spp. ter sido superior nos vitelos com
diarreia, observaram-se igualmente elevadas taxas de
positividade em animais sem sinais clinicos evidentes. Estes
resultados reforcam a importdncia epidemiologica dos
portadores subclinicos na disseminagdo ambiental do parasita
nas exploracdes de bovinos.

A prevaléncia observada foi inferior a descrita por Martins
(2018), que reportou 55,7% de vitelos positivos em 62,5% de
exploracdes positivas no distrito de Evora, mas superior aos
valores obtidos por Saramago (2019), que identificou uma
prevaléncia global de 25,7% em exploragbes do Alentejo
Central e Litoral. Por outro lado, Santos & Minas (2018)
reportaram uma prevaléncia de 39% em vitelos sintomaticos
do Norte Alentejano. Estas diferengcas podem estar
relacionadas com fatores como a dimensdo da amostra,
critérios de selegdo dos animais, métodos de diagnéstico
utilizados, idade dos vitelos e condigcbes de maneio das
exploragdes.

A elevada frequéncia de exploragbes positivas sugere uma
ampla distribuicdo de Cryptosporidium spp. na regido
estudada, embora se tenha observado variabilidade na
prevaléncia entre exploragdes, possivelmente relacionada
com diferengas de maneio, higiene e pressédo de infegdo
ambiental.

A técnica de Imunofluorescéncia Direta revelou maior
sensibilidade diagndstica relativamente a coloragéo de Ziehl-
Neelsen, permitindo identificar um maior nimero de amostras
positivas. Este resultado esta de acordo com a literatura, que
descreve a IFD como uma técnica mais sensivel para detegao
de oocistos, especialmente em infecdes de baixa carga
parasitaria.

A caracterizacdo molecular confirmou a predominancia de
Cryptosporidium parvum, principal espécie associada a
diarreia neonatal em vitelos e reconhecida pelo seu potencial
zoondtico. A identificagdo de C. bovis numa das amostras
analisadas demonstra igualmente a circulacdo de outras
espécies de Cryptosporidium em bovinos da regido, embora
aparentemente com menor prevaléncia. A presenga de
animais positivos sem sinais clinicos evidentes sugere ainda
a possivel importancia epidemioldgica de portadores
subclinicos na manutengdo e disseminagdo ambiental do
parasita.

Entre as principais limitagbes deste estudo destacam-se o
reduzido nimero de amostras analisadas por exploragao, a
auséncia de avaliagdo de fatores de risco associados ao
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maneio e a subamostragem realizada para analise molecular,
limitada as amostras com maior carga parasitaria.
Adicionalmente, o nimero reduzido de exploragdes leiteiras
incluidas impossibilitou comparacdes robustas entre sistemas
de produgdo intensivos e extensivos. Apesar destas
limitagbes, o estudo fornece dados epidemiolégicos
relevantes sobre a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em
vitelos do Alto Alentejo, contribuindo para o conhecimento da
distribuicdo regional deste parasita em bovinos jovens.

Conclusao

O presente estudo demonstrou uma elevada ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em vitelos com menos de um més de
idade no distrito de Portalegre. A analise molecular confirmou
a predominancia de Cryptosporidium parvum, principal
espécie associada a criptosporidiose neonatal bovina, tendo
sido igualmente identificada a presenga de C. bovis. Os
resultados obtidos reforcam a importancia epidemioldgica
deste parasita em exploragdes de bovinos do Alto Alentejo,
incluindo em animais sem sinais clinicos evidentes, que
poderdo desempenhar um papel relevante na disseminagao
ambiental da infegdo, constituindo um risco elevado para os
trabalhadores agricolas em contacto com os animais
infetados. A utilizagdo combinada de técnicas microscoépicas,
imunoldgicas e moleculares revelou-se Util para a detegédo e
caracterizagdo do agente. Entre as principais limitagdes do
estudo destacam-se a reduzida dimensdo amostral e a
limitada subamostragem para analise molecular. Assim, serao
necessarios estudos futuros com maior numero de
exploracdes e animais, bem como avaliagédo de fatores de
risco associados ao maneio e a transmissao da infegédo, de
forma a aprofundar o conhecimento epidemiologico da
criptosporidiose bovina em Portugal.
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