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AVALIAGCAO DA PCR EM TEMPO REAL PARA DETECGCAO DE
Cryptosporidium parvum EM AMOSTRAS FECAIS DE BEZERROS

RESUMO: A infeccdo por Cryptosporidium parvum em bovinos se manifesta
como enfermidade subclinica ou com presenca de morbidade e mortalidade,
particularmente quando h& associacdo com outros agentes infecciosos.
Cryptosporidium parvum apresenta ainda grande importancia em saude
publica. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento da reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para deteccao de C. parvum em
amostras fecais de bezerros e sua comparacdo com a reacdo em cadeia da
polimerase (nested PCR), rotineiramente utilizada para diagndstico de
Cryptosporidium spp.. Duzentas e nove amostras fecais de bezerros entre um
dia e seis meses de idade foram examinadas pela qPCR para amplificacédo de
fragmentos do gene da actina e pela nested PCR para o gene da subunidade
18S do rRNA. A gPCR apresentou positividade para C. parvum em 73,21%
(153/209) das amostras, enquanto a nested PCR apresentou amplificacdo
positiva para Cryptosporidium spp. em 56,5% (118/209) das amostras. A
sensibilidade analitica da qPCR foi de aproximadamente um oocisto de C.
parvum. Ndo se observou amplificacdo inespecifica de DNA Cryptosporidium
bovis, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium
canis, Cryptosporidium serpentis, Cryptosporidium galli, Cryptosporidium baileyi
e Cryptosporidium gendtipo Il de aves. Desta forma, conclui-se que a qPCR
para o gene da actina é uma técnica sensivel e especifica para deteccao de C.

parvum em amostras fecais de bezerros.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp., bovinos, diagndstico, deteccao

molecular.



EVALUATION OF REAL-TIME PCR FOR DETECTION OF Cryptosporidium
parvum IN FECAL SAMPLES FROM CALVES

SUMMARY: The infection with Cryptosporidium parvum in cattle results in
subclinical disease or in the presence of morbidity and mortality, particularly
when associated with other infectious agents. This species is also an important
public health problem. The aim of this research was to develop a real time
polymerase chain reaction (QPCR) for detection of C. parvum DNA in fecal
samples of calves, in comparison to a nested PCR routinely used for
Cryptosporidium spp. diagnosis. Two hundred and nine fecal samples from
calves aged between one day and six weeks were screened by qPCR specific
for the actin gene of C. parvum and using nested PCR targeting the 18S rRNA
gene of Cryptosporidium spp.. The gPCR showed positivity for C. parvum in
73,21% (153/209) of the samples, and nested PCR was positive for
Cryptosporidium spp. in 56.5% (118/209) of the samples. The analytical
sensitivity of gPCR foi de aproximadamente one oocyst C. parvum per reaction
tube. Evaluation of analytical specificity did not reveal inespecific amplification
for DNA of the following Cryptosporidium species and genotypes: C. bovis, C.
andersoni, C. ryanae, C. canis, C. serpentis, C. galli, C. baileyi and avian
genotype Il. These results allowed the conclusion that gPCR for actin gene is a
sensitive and specific technique for detection of C. parvum in fecal samples

from calves.

Keywords: Cryptosporidium spp., bovines, diagnosis, molecular detection.
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1. O género Cryptosporidium

Cryptosporidium spp. € um coccidio pertencente ao Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida,
Subordem Eimeriorina e Familia Cryptosporidiidae. Protozodarios desse género
podem infectar mamiferos, aves, répteis, peixes e anfibios (LEVINE, 1984;
XIAO; FAYER, 2008).

O primeiro relato de infeccéo por Cryptosporidium foi descrito por Ernest
Edward Tyzzer, em 1907, em glandulas géastricas de camundongos, sendo
denominado Cryptosporidium muris; posteriormente, em 1912, o parasito foi
encontrado no intestino dessa mesma espécie, sendo denominado como
Cryptosporidium parvum (TYZZER, 1912). Porém, somente apds um surto
acometendo aves domeésticas em 1950 (SLAVIN, 1955) e, sobretudo, apés os
primeiros relatos em humanos (MEISEL et al., 1976; NIME et al., 1976), foi que
esse agente passou a ser pesquisado de maneira mais frequente.

Até a década de 80, a infecgdo por Cryptosporidium em animais era
considerada rara e, em seres humanos, foi descrita como uma infeccéo
oportunista em individuos imunologicamente comprometidos. A partir dessa
data, Cryptosporidium vem sendo considerado um importante agente etiolégico
de diarréia em seres humanos imunossuprimidos e também em alguns animais
domésticos e selvagens (ASHBOLT, 2004; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et
al., 2004), e a criptosporidiose foi reconhecida como uma grave enfermidade
disseminada por veiculacdo hidrica, com o agravante da dificuldade de
prevencdo da contaminagdo ambiental e auséncia de terapias eficazes
(DILLINGHAMA et al., 2002).
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1.1 Taxonomia

A taxonomia desse género vem sendo padronizada com o uso de
métodos moleculares que, conjuntamente com estudos morfoldgicos,
bioloégicos ou de especificidade por hospedeiros auxiliam na validacdo das
espécies descritas (XIAO; CAMA, 2006).

Diversos autores identificaram aproximadamente 23 espécies e varios
gendtipos de Cryptosporidium (Quadro 1) que acometem aves, répteis,
anfibios, peixes e mamiferos, incluindo o homem (FAYER et al., 2000; XIAO et
al., 2004; SMITH et al., 2007; XIAO; FAYER, 2008; RYAN, 2009; FAYER,;
SANTIN, 2009). De acordo com Xiao et al. (2002), alguns gendtipos podem
apresentar caracteristicas morfolégicas muito semelhantes as de espécies ja
descritas, porém, diferem em sua composi¢cdo genética e, pelo fato de néo
haver informacfes sobre suas caracteristicas biolégicas, ainda ndo foram
classificados como espécies. Assim, ha mais de 33 genotipos descritos em
mamiferos (SMITH et al., 2007; XIAO; FAYER, 2008; XIAO; FENG, 2008).
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Quadro 1 - Espécies de Cryptosporidium atualmente descritas (Adaptado de
SMITH et al., 2007; XIAO; FAYER, 2008).

Espécie Principais Hospedeiros Autor
C. andersoni Bovinos (A) Lindsay et al. (2000)
C. baileyi Aves (B, C, TR) Current et al. (1986)
C. bovis Bovinos (D) Fayer et al. (2005)
C. canis Caninos (ID) Fayer et al. (2001)
C. cuniculus Coelho (D) Robinson et al. (2010)
) Canguru vermelho (Macropus
C. fayeri Ryan et al. (2008)
rufus) (D)
C. felis Felinos (ID) Iseki (1979)
) Anfibios (Duttaphrynus )
C. fragile ) Jirk( et al. (2008)
melanostictus) (E)
C. galli Aves (P) Pavlasek (1999), Ryan (2003)
C. hominis Humanos (ID) Morgan-Ryan et al. (2002)

C. macropodum

Canguru gigante (Macropus
giganteus) (D)

Power e Ryan (2008)

C. meleagridis

Aves, homem (ID)

Slavin (1955)

Alvarez-Pellitero e Sitja-

C. molnari Peixes (E)
Bobadilla (2002)
C. muris Roedores (E) Tyzzer (1910)
C. parvum Ruminantes, homem (ID) Tyzzer (1912)
C. ryanae Bovinos (D) Fayer et al. (2008)
C. serpentis Lagartos, serpentes (E) Levine (1980) (Brownstein et
al., 1977)
C. scophthalmi Peixes (ID) Alvarez-Pellitero et al. (2004)
C. suis Suinos (ID, 1G) Ryan et al. (2004)
C. ubiquitum Ruminantes, homem (ID) Fayer et al. (2010)
C. varanii Lagartos (E) Pavlasek et al. (1995)
C. wrairi Cobaio (Cavia porcellus) (ID) Vetterling et al. (1991)
C. xiaoi QOvinos (D) Fayer e Santin (2009)

cloaca; E-estbmago;
respiratorio; D-Desconhecido

ID-intestino delgado;

* Principais sitios de infeccéo do parasita no hospedeiro: A-abomaso; B-bursa de Fabricius; C-
IG-intestino grosso; P-proventriculo; TR-trato
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1.2 Ciclo Bioldgico

O ciclo de vida de Cryptosporidium € monoxeno e possui seis estagios
de desenvolvimento no hospedeiro, sendo muito semelhante ao de outros
coccidios pertencentes a subordem Eimeriorina. O processo de infeccdo é
composto por: excistacdo dos oocistos, merogonia, gametogonia, fertilizacao,
formacao da parede dos oocistos e esporogonia (SMITH e ROSE, 1998; XIAO
e CAMA, 2006) (Figura 1).

FIGURA 1- Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. (Fonte: Barta e Thompson,
2006)

O ciclo se inicia com eliminacéo de oocistos ja esporulados nas fezes de

animais infectados (DUBEY et al., 1990). Apés ingestdo dos oocistos ocorre a
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excistacdo, fase em que o0s quatro esporozoitos sdo liberados e se aderem a
superficie das células epiteliais do trato gastrintestinal, onde sé&o envolvidos
pelas microvilosidades para formacédo de um vacuolo parasitoforo (localizacéo
intracelular, porém extracitoplasmatica). Os esporozoitos se diferenciam em
trofozoitos, iniciando a multiplicacdo assexuada ou merogonia (SRETER;
VARGA, 2000; XIAO et al., 2004; SMITH et al., 2007).

Os trofozoitos podem dar origem a dois tipos de merontes: o meronte
tipo I, que possui seis a oito merozoitos, e o meronte tipo Il, com quatro
merozoitos. Os merozoitos do tipo | podem dar origem a novos merozoitos do
tipo | ou do tipo I, enquanto que os merozoitos do tipo Il iniciam a fase sexual
do ciclo ou gametogonia, quando ocorre a diferenciacdo em estagios
masculinos (microgametas) e femininos (macrogametas) (SMITH et al., 2007).
Apos fertilizacdo, o macrogameta desenvolve-se em oocisto, podendo formar
oocistos de parede delgada, responsaveis por auto-infeccao (capazes de iniciar
um novo ciclo dentro do mesmo hospedeiro), ou entdo 0s oocistos de parede
espessa, 0s quais sao eliminados nas fezes e sao resistentes as condicdes
ambientais. A esporulacdo dos oocistos ocorre in situ, ou seja, logo apos sua
formacao, sendo entdo eliminados em sua forma infectante, potencializando a
possibilidade de infeccédo de novos hospedeiros (DUBEY et al., 1990).

O potencial de infeccdo por Cryptosporidium esta relacionado as
caracteristicas como a grande quantidade de excrecdo de oocistos pelos
hospedeiros infectados no ambiente, baixa especificidade por hospedeiros
mamiferos (particularmente apresentada por C. parvum), tamanho reduzido e
baixa velocidade de sedimentacao dos oocistos na agua; baixa dose infectante
(menos de 10 oocistos) e por serem eliminados em sua forma infectante
(DILLINGHAMA et al., 2002; XIAO et al., 2004).

Quando eliminados nas fezes dos hospedeiros infectados, 0os oocistos
podem contaminar aguas superficiais ou de reservatérios (MACHADO et al.,
2006; MULLER, 1999; SMITH, 1993), que sao importantes veiculadores do
protozoario, pela possibilidade de atingir um grande contingente de
hospedeiros (LABERGE et al., 1996).
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Os oocistos eliminados no ambiente sdo sensiveis a dessecacdo, ao
congelamento e também as temperaturas de 55°C/30 segundos ou 70°C/5
segundos (FUJINO et al., 2002), mas sdo extremamente resistentes a acéo do
cloro utilizado no tratamento de agua (XIAO et al., 2004), podendo permanecer
viaveis no ambiente por até trés meses, em temperatura de 25-30°C, seis
meses em temperatura de 20° C ou sete meses quando armazenados em agua
a 15°C (ANDERSON, 1985; FAYER et al., 1998).

1.3 Importancia em Saude Publica

Surtos de criptosporidiose em humanos ja foram descritos em mais de
90 paises, em seis continentes, principalmente pelo protozoario apresentar alta
infectividade aliada a grande resisténcia em condi¢cdes ambientais (XIAO et al.,
2004).

A importancia do parasito em saude publica foi reconhecida a partir do
surto de criptosporidiose ocorrido na cidade de Milwaukee (EUA), em 1993,
onde 403.000 pessoas apresentaram diarréia atribuida a contaminacdo de
agua de consumo com oocistos (MACKENZIE et al., 1994).

A origem dos surtos de criptosporidiose em humanos pode ser tanto por
veiculacao hidrica quanto por ingestdo de alimentos contaminados. Oocistos de
Cryptosporidium foram identificados em mariscos (JOHNSON et al.,, 1995),
mexilhdes, ostras (GRACZYK et al., 1996), leite (GELLETLIE et al., 1997),
legumes e vegetais (MONGE; CHINCHILA, 1996; ORTEGA-MORA et al., 1992)
e alimentos industrializados, como bebidas (MILLARD et al., 1994).

As espécies que mais comumente infectam humanos sao C. parvum e
C. hominis (SMITH et al.,, 2006), com dois tipos de transmissdo: a
antroponatica e a zoonotica. A transmissdo antroponética envolve geralmente
C. hominis, ocorrendo mais frequentemente em areas urbanas devido a grande

densidade populacional, com transmissdo pelo contato pessoa-a-pessoa
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(LAKE et al., 2007). A transmisséo zoongética, mais freqliente com C. parvum,
esta associada principalmente aos ruminantes, e ocorre mais frequentemente
em areas rurais (MORGAN et al., 1999a), fato que pode estar relacionado ao
maior contato do homem com animais infectados (LEARMONTH et al., 2004).

Em amostras fecais humanas também ja foi relatada a presenca de
oocistos de C. canis (CAMA et al.,, 2003; PEDRAZA-DIAS et al., 2001;
PIENIAZEK et al., 1999), de C. felis (CAMA et al., 2003; GUYOT et al., 2001,
PEDRAZA-DIAS et al., 2001), de C. meleagridis (CAMA et al., 2003; GATEI et
al., 2003; GUYOT et al., 2001; JONGWUTIWES, 2002; MCLAUCHLIN et al.,
2000; MORGAN et al., 2000; PEDRAZA-DIAS et al., 2000; TIANGTIP), de C.
muris (GATEI et al., 2002; GATEI et al., 2003; GUYOT et al., 2001; TIANGTIP;
JONGWUTIWES, 2002) e os genotipos suino (CAMA et al., 2003) e cervideo
(ONG et al., 2002),

A evolucdo e a patogenia da criptosporidiose em humanos sé&o
influenciadas pelo estado imune do hospedeiro, variando de diarréia
autolimitante, em individuos imunocompetentes, a diarréia cronica em
pacientes imunocomprometidos, podendo resultar em 6bito (ABRAHAMSEN et
al., 2004). A facilidade de transmissdo do parasito para o ser humano, em
conjunto com a inexisténcia de tratamentos efetivos para a criptosporidiose,
tornam essa parasitose uma importante causa de morbidade e mortalidade,
principalmente em individuos imunossuprimidos e criangas em paises em
desenvolvimento (LEAV et al., 2003; ASHBOLT, 2004).

No Brasil, algumas espécies com potencial zoonético, como C. canis, C.
felis, C. meleagridis, C. parvum e C. ubiquitum, foram identificadas em animais;
e em humanos, ja foi relatada infec¢éo por C. parvum, C. hominis e por outras
espécies adaptadas a hospedeiros animais, como C. canis, C. felis e C.
meleagridis (MEIRELES, 2010). A infeccdo é mais freqiente em criancas e
pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SAUDA et al., 1993;
OSHIRO et al., 2000; PEREIRA et al., 2002; BRANTLEY et al., 2003).
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1.4 Infecgdao em bovinos

O primeiro relato de criptosporidiose em bovinos ocorreu em 1971, em
uma bezerra de oito meses de vida que apresentava diarréia cronica
(PANCIERA et al., 1971). Cryptosporidium parvum esta envolvido em
episddios de diarréia em bezerros neonatos, com quadros de enterite e
mortalidade nas primeiras semanas de vida (SANFORD; JOSEPHSON, 1982;
HEINE et al.,, 1984; FEITOSA et al., 2008), quando ainda ndo apresentam
imunidade totalmente desenvolvida (O’HANDLEY et al., 1999; XIAO; HERD,
1994).

Bezerros de aptidao leiteira e de corte, mantidos em confinamento, sdo
mais acometidos por C. parvum, sendo rara a ocorréncia dessa espécie em
bezerros criados extensivamente (MARTINS-VIEIRA et al., 2009).

A mortalidade observada na criptosporidiose bovina pode ser baixa
guando a diarréia € unicamente causada por esse protozoario. Quando existe
associacdo com outros agentes infecciosos, ou entdo com um quadro de ma
nutricdo apresentado pelo hospedeiro, as taxas de mortalidade podem ser mais
elevadas (CHERMETTE; BOUFASSA-OUZROUT, 1988). A morbidade &
considerada significativa em bovinos neonatos, com presenca de enterite
severa e perdas econbmicas relacionadas ao seu desenvolvimento (XIAO et
al., 1998).

Distarbios gastrintestinais decorrentes da criptosporidiose sdo mais
freqUentes em criacBes de bovinos, e a diarréia é o sinal clinico mais comum
nesse tipo de criagcdo (NAVARRE et al., 2000). Os bezerros parecem ser mais
suscetiveis a infeccdo clinica por Cryptosporidium, pois grande parte das
infecgbes diagnosticadas em individuos adultos é de natureza assintomatica ou
associada a sintomas clinicos de pouca gravidade (O'DONOGHUE, 1995). Em
bezerros recém nascidos, a criptosporidiose é caracterizada por diarréia severa
com duracdo média de duas semanas, 0 que pode ocasionar desidratacdo e

até morte do animal (FAYER et al., 1990). Os sintomas geralmente tém inicio
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no terceiro ou quarto dia apés a ingestao dos oocistos, com pico de eliminacao
de oocistos entre o quinto e oitavo dia (CURRENT, 1990).

Um bezerro infectado pode eliminar mais de 10*° oocistos por dia, em
periodos que variam de quatro a 14 dias de eliminacdo, confirmando seu
importante papel na contaminagdo ambiental (ANGUS, 1987). Em estudo
realizado por Martins-Vieira et al. (2009), durante o pico de eliminacdo de
oocistos, no quinto dia pos inoculagéo, o bezerro apresentou eliminagéo de 9,0
x 10° oocistos/mL de fezes.

Um estudo epidemioldgico realizado nos Estados Unidos, em 1103
fazendas, revelou a presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. em 22,4%
(1642/7369) das amostras analisadas, e em 59,1% (652/1103) das
propriedades estudadas, demonstrando a grande disseminagado desse parasito
naquela regido (GARBER et al., 1994). No Brasil, Feitosa et al. (2004)
descreveram prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium spp. em 12,4%
(57/459) das amostras fecais, em bezerros com até duas semanas de vida,
provenientes de 33 propriedades leiteiras da regido noroeste do estado de Séo
Paulo, na cidade de Aracatuba.

Ha quatro espécies do género Cryptosporidium que acometem o0s
bovinos. Animais adultos e os bezerros j4 desmamados sdo acometidos
principalmente por C. andersoni, C. bovis e C. ryanae, enquanto que bezerros
em lactacdo sdo infectados em sua grande maioria por C. parvum, sendo
considerados como 0s maiores reservatorios dessa espécie, que apresenta alto
potencial zoondtico (XIAO e FENG, 2008).

Cryptosporidium parvum € considerada como a espécie zoonotica
predominante entre os animais, sendo responsavel por cerca de 85% das
infecgbes por Cryptosporidium em bezerros antes da desmama, e apenas 1%
em bezerros apds a desmama (SANTIN et al., 2004; FAYER et al., 2006).

Cryptosporidium andersoni coloniza as glandulas gastricas do abomaso,
(SANTIN et al., 2004), principalmente de bezerros com idade superior a quatro
semanas de vida, e também de animais imunodeprimidos no periodo pos-

desmame e bovinos leiteiros adultos. Geralmente, a infeccdo por C. andersoni



24

nao produz diarréia ou sinais clinicos visiveis. Ha desenvolvimento de infeccdo
cronica (podendo persistir por mais de um ano) e a producédo de oocistos €
inferior aquela encontrada em infecgdes por C. parvum (KVAC et al., 2008).

Cryptosporidium bovis é mais frequente em animais de trés meses a
dois anos de idade (FAYER et al., 2006). Porém, a prevaléncia dessa espécie
diminui logo que o animal completa dois anos de idade, e ocorre aumento da
prevaléncia de C. andersoni (FAYER et al., 2007).

Cryptosporidium ryanae € morfologicamente muito semelhante a
C.parvum e C. bovis, diferenciando-se somente no tamanho dos oocistos
(FAYER, 2008), e ja foi identificado em bezerros nos EUA, na China (FENG et
al., 2007), no Kenia (SZONYI et al., 2008) e na Malasia (HALIM et al., 2008).

Outras espécies e genotipos encontrados com menor freqiéncia em
bovinos sdo C. hominis (FENG et al., 2007; PARK et al., 2006; SMITH et al.,
2005), C. suis (FAYER et al., 2006; GEURDEN et al., 2006), Cryptosporidium
gendtipo Il de suinos (LANGKJAER et al, 2007) e C. felis (BORNAY-
LLINARES et al., 1999).

1.4.1 Participacao dos bovinos na epidemiologia da criptosporidiose

humana

O manejo inadequado do rebanho influencia no aumento da incidéncia
da criptosporidiose em bezerros. Este fator pode potencializar o risco da
infeccdo em humanos que estejam em contato direto com o rebanho infectado
(HUNTER et al., 2004).

Alguns estudos relatam que pessoas que lidam frequentemente com
bovinos infectados, como trabalhadores de granjas leiteiras, apresentam maior
taxa de infeccdo por C. parvum do que aqueles que ndo tém contato com
esses animais (LENGERICH et al., 1993; SIWILA et al., 2007).



25

Em todo o mundo ja foi relatada a ocorréncia de criptosporidiose em
humanos devido a ingestdo de agua contaminada com oocistos. Em estudo
realizado na América do Norte, C. hominis foi responsavel por surtos de
criptosporidiose em humanos, ndo sendo encontrado C. parvum nas amostras
analisadas (FAYER et al., 2000). Esse sugere que os bovinos podem ser, em
algumas ocasides, injustamente envolvidos em surtos de criptosporidiose em
seres humanos.

Cryptosporidium hominis (especifica para seres humanos) e C. parvum
(infecta diversas espécies animais, incluindo bovinos) sdo as principais
espécies responsaveis pela infeccdo em humanos. Quanto a morfologia, ndo
existe diferenca entre essas espécies, que sO podem ser identificadas por
técnicas moleculares. O uso da biologia molecular veio desmistificar, em muitas
ocasides, que os bovinos seriam 0s responsaveis pela infeccdo em humanos.
Um exemplo seria o surto de criptosporidiose em humanos ocorrido em
Milwaukee, onde bovinos foram considerados como fonte potencial de infeccao
(MACKENZIE et al., 1994), e, no entanto, analises das amostras provindas do
surto com o uso de técnicas de biologia molecular, revelaram que C. hominis
foi 0 agente infeccioso responsavel pela infeccdo, descartando assim a
participacéo dos bovinos (ZHOU et al., 2003).

Os seres humanos, quando infectados, podem ser uma potencial fonte
de infeccdo para outras pessoas. Portanto, a criptosporidiose pode ter uma
gama de fontes potenciais de infeccdo desde bovinos até outros animais
domésticos ou selvagens infectados com o parasito (O’'HANDLEY, 2007).

Bezerros confinados em criacdes leiteiras podem ser fonte de
disseminagdo de oocistos de C. parvum no ambiente (O'HANDLEY, 2007),
embora Sischo et al. (2000) tenham comprovado que exploragdes leiteiras néo
apresentaram um papel importante na contaminacdo de aguas para o
consumo. No entanto, bezerros leiteiros ou de corte, quando criados em altas
taxas de lotacdo, podem aumentar o risco de surtos de criptosporidiose no
rebanho e a contaminacéo ambiental (O’HANDLEY, 2007).
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1.5 Diagnéstico

Para identificacdo de Cryptosporidium é necessaria uma abordagem
polifasica, utilizando-se técnicas moleculares, analise morfolégica dos oocistos
e caracteristicas biolégicas, como a especificidade por hospedeiro,
patogenicidade, periodos pré-patente e patente e intensidade de excrecdo de
oocistos (EGYED et al., 2002).

A experiéncia é um fator fundamental para o diagndstico de
criptosporidiose ja que, dentre o filo Apicomplexa, 0s oocistos e outros estagios
de desenvolvimento do género Cryptosporidium estdo entre os menores dentre
0s coccidios, e também pelo fato de que o0s oocistos sdo muito similares as
leveduras, em tamanho e forma, o que pode resultar em diagnéstico falso-
positivo (FAYER et al., 2001; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004).

1.5.1 Detecc¢ao de oocistos

Um dos métodos mais comumente usados na deteccdo de oocistos a
partir de amostras fecais € o método de centrifugo-flutuacdo em solugédo de
Sheather (CURRENT, 1990). As amostras devem ser examinadas
rapidamente, pois quando expostos por muito tempo em solucdes de alta
densidade os oocistos podem sofrer distorcbes ou rompimento da parede,
levando a resultados errdneos. Para visualizagcdo dos oocistos, utiliza-se
microscopia optica de campo claro ou de contraste de fase (XIAO; FENG,
2008). Os oocistos sao visualizados como corpos brilhantes contendo granulos
negros, quando visualizados em contraste de fase; em microscépio de campo
claro, os oocistos aparecem translicidos, muitas vezes como estruturas
levemente rdseas, contendo granulos em seu interior (SRETER; VARGA,
2000).
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Outras técnicas utilizadas para detec¢cdo de oocistos de Cryptosporidium
sdo a coloracdo negativa com verde malaquita, em que 0S 00cCistos s&o
visualizados como corpos brilhantes envoltos por um fundo verde (ELLIOT et
al., 1999), e a técnica de Kinyoun (alcool acido resistente), em que 0s oocistos
apresentam coloracao résea a vermelha, contra um fundo verde.

N&o é possivel a definicdo da espécie somente pela analise morfolégica
ou morfométrica. Os oocistos sdo muito pequenos (4-8 ym), com uma pequena
variacdo morfoldégica ou mesmo idénticos entre as diferentes espécies, sem
esporocistos e de dificil visualizacdo (FALL et al., 2003; FAYER et al., 2000).
Além disso, os antigenos presentes na parede de oocistos sdo conservados
para todo o género, ndo sendo possivel a diferenciacdo entre espécies, por
testes imunolégicos (FAYER et al., 2000).

1.5.2 Deteccao de Estagios Evolutivos

Técnicas de coloracdo podem ser empregadas na visualizacdo de
Cryptosporidium em tecidos. A técnica mais utilizada para coloragdo de cortes
histologicos é a hematoxilina-eosina (HE), onde os estagios evolutivos sao
visualizados como corpos esféricos baséfilos, de 2,0 - 7,5 ym, localizados na
superficie das células epiteliais (dependendo do estagio do ciclo biolégico).
Outras técnicas que podem ser utilizadas sdo coloracfes a base de prata e
acido periédico de Schiff. A microscopia eletrébnica de transmissao pode ser
utilizada para visualizacdo de morfologia ultra-estrutural do parasito (SRETER;
VARGA, 2000).

1.5.3 Métodos Imunolégicos
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Os testes imunoldgicos tém substituido a analise microscopica em fezes,
para pesquisa de oocistos ou de antigenos soluveis (KHEL et al., 1995). Essas
técnicas apresentam melhor sensibilidade e especificidade quando
comparadas as técnicas tradicionais de coloracéo, reduzindo tempo e trabalho
despendidos na deteccdo dos oocistos (ARROWOOD; STERLING, 1989;
JOHNSTON et al., 2003).

Entre os métodos imunolégicos destacam-se 0 ensaio imunoenzimatico
(FAYER et al., 2000; JEX et al., 2008; SILVA et al., 2003) e a reacdo de
imunofluorescéncia direta (BIALEK et al., 2002; FAYER et al., 2000; JEX et al.,
2008).

1.5.4 Métodos Moleculares

Levando em consideracdo a impossibilidade de diferenciacdo entre
espécies pelos métodos imunoldgicos, as técnicas baseadas em biologia
molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e a técnica de
polimorfismo no comprimento de fragmentos de acido desoxirribonucléico
gerados por enzimas de restricdo (RFLP) e/ou sequenciamento automatico de
acidos nucléicos sdo os unicos métodos de diferenciacdo confiaveis entre as
espécies de Cryptosporidium (JEX et al.,, 2008; MORGAN et al., 1999a;
SARGENT et al., 1998; SRETER; VARGA, 2000).

A PCR se caracteriza por alta sensibilidade e especificidade (BALATBAT
et al., 1996; JEX et al., 2008; MORGAN; THOMPSON, 1998), porém, seu custo
elevado quando comparado ao custo de outros métodos de deteccdo de
Cryptosporidium, em amostras fecais, faz com que a detecc¢éo e caracterizacao
e molecular ndo sejam utilizadas rotineiramente em laboratodrios de diagndstico.

A caracterizacdo molecular de Cryptosporidium geralmente é realizada
por meio da PCR e suas variantes, seguida da RFLP ou de sequenciamento

dos fragmentos amplificados. O locus mais utilizado € o gene da subunidade
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18S do RNA ribossémico (18S rRNA). Esse locus apresenta cinco copias por
genoma e, pelo fato de apresentar evolucdo mais lenta e menor polimorfismo, é
também o locus de escolha para amostras de animais que possam estar
infectados por espécies ou gendtipos ainda néo classificados (MORGAN et al.,
2000a; SPANO et al., 1998; XIAO et al., 1999a; 1999b; 2000b; 2004).

Existem outros loci que podem ser utilizados, como os genes da actina
(SULAIMAN et al., 2002), da proteina do choque térmico - HSP-70 (MORGAN
et al., 1999b), da proteina da parede de oocistos - COWP (XIAO et al., 2000a)
e da glicoproteina GP-60 (PENG et al., 2001; 2003). Esses loci apresentam alto
polimorfismo interespécies e, portanto, sdo muito importantes na andlise
genética de espécies ou genotipos similares (XIAO et al., 2004).

Entre os métodos moleculares, destaca-se ainda a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR), que possui alta sensibilidade, permitindo o
diagnostico de criptosporidiose clinica, bem como, a deteccdo de individuos
portadores, sendo uma valiosa ferramenta para estudos epidemioldgicos
em hospedeiros humanos e animais (TANRIVERD et al., 2002; FONTAINE;
GUILLOT, 2003; MINAROVICOVA et al., 2009; HADFIELD et al. 2011; DE
WAELE et al., 2011).

A g-PCR agiliza o diagnostico por meio de amplificacdo e deteccéo
simultanea dos fragmentos de DNA, com reducdo do tempo de analise e dos
riscos de contaminacédo, pois ndo requer a visualizagéo dos produtos de PCR
por meio de eletroforese, que € necessaria em outras variantes da PCR. A g-
PCR também oferece a vantagem de alta especificidade, quando é utilizada
uma sonda fluorescente, que se ligara de forma especifica a sequéncia alvo,
juntamente com oligonucleotideos iniciadores (DE WAELE et al., 2011,
JOTHIKUMAR et al., 2008).
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento da gPCR, por
meio de ensaio com sonda TagMan® especifico para o gene actina, para
deteccdo de DNA de C. parvum em amostras fecais de bezerros, e sua
comparacao com a nested PCR para amplificacdo de fragmentos de DNA do
gene da subunidade 18S do rRNA de Cryptosporidium spp..
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CAPITULO 2 - AVALIAGAO DA PCR EM TEMPO REAL PARA DETECGAO
DE Cryptosporidium parvum EM AMOSTRAS FECAIS DE BEZERROS

Camila G. Homem !, Alex A. Nakamura 2, Deuvania C. Silva !, Weslen F. P.
Teixeira 3, Willian M. D. Coelho 3, Marcelo V. Meireles *.

! Faculdade de Medicina Veterinaria — FMVA/UNESP - Aracatuba, SP - Rua
Clévis Pestana, n° 793, CEP:16050-680 - Aracatuba, SP; % Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ/USP — S&o Paulo, SP; ® Faculdade
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RESUMO: A infeccdo por Cryptosporidium parvum em bovinos se manifesta
como enfermidade subclinica ou com presenca de morbidade e mortalidade,
particularmente quando ha associagdo com outros agentes infecciosos.
Cryptosporidium parvum apresenta ainda grande importancia em saude
publica. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento da reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para deteccao de C. parvum em
amostras fecais de bezerros e sua comparacdo com a reagcao em cadeia da
polimerase (nested PCR), rotineiramente utilizada para diagnostico de
Cryptosporidium spp.. Duzentas e nove amostras fecais de bezerros entre um
dia e seis meses de idade foram examinadas pela qPCR para amplificacéo de
fragmentos do gene da actina e pela nested PCR para o gene da subunidade
18S do rRNA. A gPCR apresentou positividade para C. parvum em 73,21%
(153/209) das amostras, enquanto a nested PCR apresentou amplificacéo
positiva para Cryptosporidium spp. em 56,5% (118/209) das amostras. A
sensibilidade analitica da qPCR foi de aproximadamente um oocisto de C.
parvum. Ndo se observou amplificacdo inespecifica de DNA Cryptosporidium

bovis, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium ryanae, Cryptosporidium
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canis, Cryptosporidium serpentis, Cryptosporidium galli, Cryptosporidium baileyi
e Cryptosporidium genétipo Il de aves. Desta forma, conclui-se que a qPCR
para o gene da actina é uma técnica sensivel e especifica para deteccao de C.

parvum em amostras fecais de bezerros.

Palavras-chave: Cryptosporidium spp., bovinos, diagndstico, deteccao

molecular.

ABSTRACT: The infection with Cryptosporidium parvum in cattle results in
subclinical disease or in the presence of morbidity and mortality, particularly
when associated with other infectious agents. This species is also an important
public health problem. The aim of this research was to develop a real time
polymerase chain reaction (QPCR) for detection of C. parvum DNA in fecal
samples of calves, in comparison to a nested PCR routinely used for
Cryptosporidium spp. diagnosis. Two hundred and nine fecal samples from
calves aged between one day and six weeks were screened by qPCR specific
for the actin gene of C. parvum and using nested PCR targeting the 18S rRNA
gene of Cryptosporidium spp.. The gPCR showed positivity for C. parvum in
73,21% (153/209) of the samples, and nested PCR was positive for
Cryptosporidium spp. in 56.5% (118/209) of the samples. The analytical
sensitivity of gPCR foi de aproximadamente one oocyst C. parvum per reaction
tube. Evaluation of analytical specificity did not reveal inespecific amplification
for DNA of the following Cryptosporidium species and genotypes: C. bovis, C.
andersoni, C. ryanae, C. canis, C. serpentis, C. galli, C. baileyi and avian
genotype Il. These results allowed the conclusion that gPCR for actin gene is a
sensitive and specific technique for detection of C. parvum in fecal samples

from calves.

Keywords: Cryptosporidium spp., bovine, diagnosis, molecular detection.
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Introducgao

A infeccdo por Cryptosporidium parvum apresenta grande importancia
em saude publica (XIAO; FENG, 2008) e para 0s bovinos, nos quais se
manifesta como enfermidade subclinica ou com presenca de morbidade e
mortalidade, particularmente quando ha associacdo com outros agentes
infecciosos (OLSON et al., 2004).

As espécies de Cryptosporidium encontradas com mais frequéncia em
bovinos sdo C. andersoni, C. bovis, C. parvum e C. ryanae (FAYER, 2010).
Embora C. parvum seja a espécie predominante em casos de infeccdo em
bovinos e no homem, e 0s bovinos tenham participacédo relevante na cadeia
epidemiologica da criptosporidiose humana, a propor¢cdo da transmissao
zoonotica de C. parvum ainda néo esta totalmente esclarecida (XIAO; FENG,
2008).

A aplicacdo de métodos moleculares possibilita a estimativa do potencial
zoonotico de  Cryptosporidium  spp.ea determinagcdo das fontes de
infecc@o para o ser humano (SKOTARCZAKANN, 2010). Entre esses métodos,
destaca-se a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), que
apresenta alta sensibilidade e permite o diagndstico de criptosporidiose clinica,
bem como a deteccédo de individuos portadores, sendo uma valiosa ferramenta
para estudos epidemiolégicos em humanos e animais (DE WAELE et al., 2011,
FONTAINE; GUILLOT, 2003; HADFIELD et al. 2011; MINAROVICOVA et al.,
2009; TANRIVERD et al., 2002).

O diagnéstico da criptosporidiose por gPCR pode ser direcionado para
Cryptosporidium spp. (HADFIELD et al., 2011; JOTHIKUMAR et al., 2008), para
somente uma espécie do parasito (HADFIELD et al., 2011; JOTHIKUMAR et
al.,, 2008; YANG et al., 2009) ou ainda para um grupo de espécies
geneticamente relacionadas (GUY et al., 2003). Os genes alvo utilizados em
protocolos de gPCR para Cryptosporidium sdo os que codificam a subunidade
18S do rRNA (18SrRNA) (HADFIELD et al., 2011; JOTHIKUMAR et al., 2008;
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SUNNOTEL et al., 2006), a proteina da parede dos oocistos (COWP) (GUY et
al., 2003) e a proteina de choque térmico (hsp70) (DI GIOVANNI et al., 2005).

O gene da actina de Cryptosporidium spp. apresenta alto polimorfismo
entre espécies, € muito utilizado para deteccéo e classificagdo de espécies e
gendétipos do parasito por nested PCR (SULAIMAN et al., 2002) e apresenta
um grande numero de sequéncias publicadas no GenBank, o que permite a
comparacao das sequéncias da maioria das espécies e gendtipos do parasito.
No entanto, ndo ha nenhum trabalho com utilizacdo desse gene para
diagndstico de Cryptosporidium por gPCR.

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento da gPCR, por
meio de ensaio com sonda TagMan® especifica para o gene da actina, para
deteccdo de DNA de C. parvum em amostras fecais de bezerros e sua

comparacao com a nested PCR para o gene da 18SrRNA.

Material e métodos

Amostras fecais

Foram utilizadas 209 amostras fecais colhidas diretamente da ampola
retal de bezerros, com idade entre um dia e seis meses de vida, em
propriedades leiteiras do estado de Sao Paulo.

As amostras foram armazenadas a 4°C, em recipientes de plastico de 50
ml, em solucdo de bicromato de potassio a 2,5% (concentracdo final), e
submetidas a purificacdo pela técnica de centrifugo-sedimentacdo em
agua/éter (MELONI; THOMPSON, 1996).
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Extracdo de DNA gendémico

O DNA genbmico dos oocistos foi extraido por meio de técnica descrita
por Boom et al. (1990), com adaptagcdes: o sedimento resultante do processo
de purificacao foi diluido em 300ul de tampéo de lise [(12,5% Chelex 100® Bio-
Rad, 1% polivinilpirrolidona K-90 (USB), 10 mM Tris-HCI, 10 mM acido
etilenodiaminotetracético (EDTA)] e 5 uL de 10% dodecil sulfato de sodio (SDS)
com agitacdo vigorosa em aparelho de vortex. Os microtubos foram
submetidos a congelamento em nitrogénio liquido, por um minuto, e
descongelamento a 65°C, por trés minutos, por cinco vezes. Em seguida, foram
adicionados 20 uL de proteinase K (25 mg/ml), com incubacdo a 65°C, por
duas horas, a 400 rpm.

Para remocéo de proteinas e lipideos, 1.000 uL de tampé&o L6 [ 0,1 M
Tris-Cl pH 6,4, 6 M isotiocianato de guanidina (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia,
USA), 10 mM EDTA (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, USA), 1% triton X-100)]
foram adicionados a suspensao, que foi incubada a 60°C, a 900 rpm, e em
seguida centrifugada a 16.100 g, por cinco minutos, para remocao do Chelex e
debris. O sobrenadante foi recolhido e transferido para outro microtubo, ao qual
foram adicionados 100 uL de silica (Sigma, St. Louis, Missouri, USA),
seguindo-se incubacdo, em temperatura ambiente, por 10 minutos, com
homogeneizacdo periddica, por inversdo. Apos esse periodo, os microtubos
foram centrifugados a 16.100 g, por trés minutos, e o sobrenadante foi
descartado e a silica presente no sedimento foi lavada duas vezes, por
centrifugagéo, a 12.000 g, com 500 uL de tampéo L2 (0,1 M Tris-Cl pH 6,4, 6 M
isotiocianato de guanidina), duas vezes com 500 uL de etanol 80% e uma vez
com 500 uL de acetona 100%. O microtubo foi invertido para descarte da
acetona e colocado em banho seco, a 58°C, por 10 minutos, com a tampa
aberta, para evaporacao da acetona restante no sedimento.

O DNA foi recuperado com a adi¢céo de 150uL de TE (10mM Tris, 1 mM

EDTA) adicionados a silica, com incubacdo por 10 minutos, a 58°C, sob
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agitacdo a 900 rpm, em banho seco da marca Eppendorf®. ApoOs esse
processo, as amostras foram centrifugadas a 16.100 g, por trés minutos, e o
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro microtubo e

armazenado a —20°C.
Nested PCR e sequenciamento dos fragmentos amplificados

Para amplificacdo de fragmentos do gene da 18SrRNA foi utilizada a
nested PCR (XIAO et al., 2000), com oligonucleotideos iniciadores 5’
TTCTAGAGCTAATACATGCG 3 e 5 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 3
para a reacao primaria (~1325 bp) e 5 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG
3 e 5 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 3" para a reacdo secundaria (826-
840 pb), nas seguintes condicdes de reacdo: 25uL de solucdo contendo 2,5 L
de tampéo para PCR 1 x, MgCl, a 2,5 mM, 1 U de Taq DNA polimerase, 200
uM de cada desoxiribonucleotideo, 100 nM de cada oligonucleotideo iniciador e
2,5 yL de DNA alvo nas duas reacfes. As amostras foram submetidas a
desnaturacao inicial do DNA a 94° C por 3 minutos, seguida de 34 ciclos, cada
um consistindo em desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, 45 segundos de
anelamento a 50°C e 60 segundos de extensao a 72°C, com extensao final a
72°C por 7 minutos.

Amostras que se apresentaram positivas pela qPCR e negativas pela
nested PCR foram testadas novamente, pela nested PCR com adicdo de DNA
genbmico de C. parvum, para verificar a possivel presenca de inibidores da
nested PCR.

Amostras que apresentaram amplificacdo intensa do fragmento de DNA,
visualizadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%, foram
purificadas utilizando-se o kit QIlAquick® Gel Extraction (Qiagen), e
sequenciadas com utilizagdo do ABI Prism® Dye Terminator 3.1, em
sequenciador automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems). As reacdes de
sequenciamento foram realizadas nas duas dire¢des, com os oligonucleotideos

iniciadores da nested PCR.
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Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

Os oligonucleotideos iniciadores e a sonda utilizados na qPCR foram
elaborados com auxilio do programa Primer Express® versao 3.0 (Applied
Biosystems). Para tanto, sequéncias parciais do gene da actina de C. parvum
foram alinhadas com sequéncias pertencentes a todas as outras espécies e
gendtipos de Cryptosporidium disponiveis no GenBank, com o intuito de
determinar as sequéncias especificas para C. parvum. ApOs a determinacéo
das sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e da sonda (Quadro 1), estas
foram submetidas a analise no Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) para
verificacdo de sua especificidade para C. parvum.

As reacBes constituiram-se de 12,5 uL de JumpStart Taq ReadyMix®
(Sigma-Aldrich), 6,5nM de MgCl,, 250nM de sonda e 600nM de cada
oligonucleotideo iniciador. O ciclo utilizado para amplificagdo consistiu em dois
minutos a 94°C, seguidos por 46 ciclos de 30 segundos a 94°C e um minuto a
58°C, no aparelho de amplificacdo em tempo real CFX96® (Bio Rad). Cada

amostra foi analisada em duplicata.

Quadro 1 — Oligonucleotideos iniciadores e sonda utilizados nareacao em
cadeia da polimerase em tempo real para amplificacdo de
fragmento de DNA do gene da actina especifica
para Cryptosporidium parvum.

) Produto
Oligonucleotideos o L .
o Posicao* Sequéncia 5- 3 amplificado
iniciadores/Sonda

(pb)
CryActF 257-279 AATTACGTGTTGCTCCTGAGGAA
CryActR 308-329 TCACGATTTACCTTTGGGTTCA 23
FAM ACCCAGTATTATTGACTGAAG
CryActS 281-301 MGB

*Posicdo de anelamento no gene da actina de C. parvum (GenBank numero
AF382338).
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A reacao foi padronizada por meio de curva de regressédo padrdao, com
utilizacdo de um fragmento de DNA, de 1.118 pb, referente a uma sequéncia
parcial do gene da actina especifica para C. parvum (GenBank numero
AF382338) foi amplificado por meio de nested PCR (SULAIMAN et al., 2002)
utilizando-se DNA genémico de C. parvum isolado de um bovino na cidade de
Aracatuba/SP e previamente identificado. Esse fragmento foi submetido a
clonagem utilizando-se o CloneJET® PCR Cloning Kit (Fermentas), linearizado
com a enzima de restricdo Hindlll (Fermentas) e purificado com o kit QIAquick®
Gel Extraction (Qiagen). A partir do plasmideo foram feitas diluicdes seriadas,
na base 10 (10° a 10° moléculas de DNA), de modo que se obtivessem sete
pontos na curva de regressao. Cada diluicao foi testada em triplicata.

Amostras de DNA gendmico de diferentes espécies e genotipos de
Cryptosporidium, previamente identificadas e armazenadas no laboratorio de
Ornitopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, Campus de
Aracatuba, foram testadas pela qPCR para verificacdo de sua especificidade
analitica. Foram utilizadas amostras de DNA de C. bovis, C. andersoni, C.
ryanae, C. canis, C. serpentis, C. galli, C. baileyi e Cryptosporidium genétipo Il
de aves. Cada amostra foi testada em triplicata.

A sensibilidade analitica da qPCR foi determinada com utilizacdo de
diluicBes seriadas na base 10 (10° a 10°) de oocistos de C. parvum, contados
em camara de Neubauer (BENNET et al.,, 1999). O DNA genbmico dos
oocistos foi extraido utilizando-se congelamento e descongelamento em Chelex
100® (Bio-Rad) (DI GIOVANI; LE CHEVALLIER, 2005). Cada amostra foi

testada em quintuplicata.
Andlise estatistica

Para avaliagdo da concordancia entre os dois ensaios determinou-se o

coeficiente Kappa.
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Resultados e Discussao

Neste trabalho foram utilizados oligonucleotideos iniciadores e sonda
para amplificacdo de fragmento de DNA de um gene que apresenta uma cépia
por genoma e alto polimorfismo inter-espécies de Cryptosporidium (SULAIMAN
et al., 2002) e que, devido a essa caracteristica, tém alta especificidade para C.
parvum.

A curva de regressdo padrao feita para padronizacdo da gPCR

apresentou eficiéncia de 99,7% e slope de -3,328 (Figura 1). De acordo com
Pfaffl (2001), a eficiéncia da qPCR deve ser de 100+ 20%, correspondente a -
3,6 <inclinagdo < -3,1.
N&o se observou amplificacdo de DNA de outras espécies e genotipos de
Cryptosporidium testadas. Embora ndo houvesse disponibilidade de DNA de
espécies geneticamente mais proximas de C. parvum, como Cryptosporidium
cuniculus, C. hominis, C. meleagridis e C. wrairi, em amostras fecais de
bovinos ha raros relatos da presenca de C. hominis (PARK et al., 2006) e ndo
ha descricdo de C. cuniculus, C. meleagridis e C. wrairi.

A presenca de substituicbes na sonda e nos oligonucleotideos
iniciadores utilizados (Tabela 2), associada a utilizacdo de uma sonda MGB,
diminui a possibilidade de resultados falso-positivos para C. parvum (YAO et
al., 2006). No entanto, para diagnostico em amostras de fezes de outras
espécies animais e de humanos é recomendavel a verificacdo da

especificidade deste método para essas espécies de Cryptosporidium.
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Threshold Cycla

Log Starting Quantity

(O Standard > Unknown
—— FAM:E=99,7% R*2=0,996 Slope=3228

FIGURA 1 — Padronizacédo da reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR). A) amplificacdo em tempo real das diluicbes contendo
10° a 10° cépias de fragmento de DNA do gene actina de
Cryptosporidium parvum. B) curva de regressdo padrdo das

diluicbes.

A gPCR especifica para C. parvum apresentou maior sensibilidade que a
nested PCR para deteccao de DNA de C. parvum em amostras de campo, com
positividade em 153 (73,21%) amostras, enquanto que a nested PCR resultou
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em 56,5% (118/209) de amostras positivas para Cryptosporidium spp.. Alguns
autores observaram maior sensibilidade da gPCR para diagnéstico de
Cryptosporidium spp., quando comparada a nested PCR (DE WAELE et al.,
2011; YANG et al., 2009), enguanto que Hadfield et al. (2011) relatam que a
sensibilidade das duas técnicas foi semelhante. O teste de sensibilidade
analitica mostrou que a gPCR foi capaz de detectar DNA de até 1 oocisto por
reacao.

A utilizacdo de DNA de C. parvum nas amostras negativas pela nested
PCR e positivas pela gPCR resultou em amplificacdo em 32 de 35 amostras,
evidenciando que havia inibidores da nested PCR em apenas 3 amostras que,
mesmo assim, foram positivas pela gPCR. A diferenca na susceptibilidade dois
dois ensaios, a presenca de inibidores da reacédo, pode ser atribuida a diversos
fatores, incluindo o tamanho do fragmento amplificado (OPEL et al., 2010).

Na gPCR, a média de ciclos threshold (Ct) foi de 36,16 (= 5,13), sendo o
Ct minimo 18,62 e o maximo 43,75. Assim, foi elaborada uma classificacdo
utilizando-se escores de Ct variando de 1 a 6 (Tabela 1). O escore 5, referente
aos Ct entre 30 e 35, foi o mais frequente, compreendendo 100 amostras
positivas pela qPCR e 69 amostras positivas pela nested PCR. Amostras
positivas em ambas as reacdes tiveram amplificacdo a partir de 15 Ct (escores
entre 1 a 5), enquanto as amostras negativas na nested PCR e positivas na
gPCR tiveram amplificacédo a partir de 30 Ct (escores 4, 5 e 6). Provavelmente,
amostras fecais com poucos oocistos ndo foram detectadas pela nested PCR,
conforme observado por Yang et al. (2009), e foram diagnosticadas pela qPCR
somente com amplificacdo em altos valores de Ct. Essa mesma correlacéo
entre altos valores de Ct e menor quantidade do agente etiolégico presente na
amostra foi observada por Fillaux et al. (2008) ao utilizarem a gPCR para
diagndstico de Pneumocystis jirovecii em humanos.

A andlise da concordancia entre a qPCR padronizada neste experimento
e a nested PCR resultou em concordéancia substancial entre ambos 0s ensaios
(LANDIS; KOCH, 1977), demonstrada pelo coeficiente Kappa de 0,624 ao nivel

de 5% de significancia.
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O sequenciamento de fragmentos provindos da amplificacdo de 22
amostras, pela nested PCR, permitiu a identificacdo de C. parvum (18), C.
bovis (2), C. andersoni (1) e C. ryanae (1). Todas as amostras sequenciadas
foram positivas pela qPCR especifica para C. parvum, o que sugere a presenca
de infeccdo concomitante com C. parvum, nas amostras positivas para C.
bovis, C. andersoni e C. ryanae (FENG et al., 2007; NG et al., 2011; SANTIN et
al., 2004; YANG et al., 2009).

Observou-se ainda que duas amostras que se apresentaram como
positivas para Cryptosporidium spp. pela nested PCR, e que n&o foram
identificadas por sequenciamento, apresentaram resultado negativo pela
gPCR, o que também sugere infec¢do por outra espécie de Cryptosporidium, ja
gue a sonda e os oligonucleotideos iniciadores da qPCR possibilitam a

deteccdo apenas de DNA de C. parvum.

Tabela 1 - Distribuicdo de amostras fecais de bezerros positivas pela PCR em
tempo real (QPCR) e pela nested PCR, conforme os escores de ciclos threshold
(Ct) obtidos pela gPCR.

q-PCR nested PCR
Escore N° de amostras % N° de amostras %
Escore 1 (15-20 Ct) 3 1,96 3 1,44
Escore 2 (20-25 Ct) 5 3,27 5 2,39
Escore 3 (25-30 Ct) 16 10,46 16 7,66
Escore 4 (30-35 Ct) 11 7,19 10 4,78
Escore 5 (35-40 Ct) 100 65,36 69 33,01
Escore 6 (40-45 Ct) 18 11,76 15 7,18
Total 153 73,21 118 56,46

A gPCR para deteccdo especifica de C. parvum em amostras
fecais, desenvolvida neste trabalho, apresenta potencial para ser utilizada em
amostras fecais de outras espécies animais, além de amostras de agua,

alimentos e em cultivo celular para o teste de drogas anti-C. parvum, podendo
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ainda favorecer a deteccédo de individuos assintomaticos, devido a sua alta

sensibilidade.
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Conclusoes

Neste experimento foi desenvolvido um método de deteccdo sensivel e
especifico para C. parvum, utilizando-se oligonucleotideos inciadores e sondas
espécie-especificos. A gPCR para o gene da actina demonstrou bons
resultados quando utilizada em amostras fecais de bezerros e apresentou

sensibilidade analitica de até 1 oocisto por reagao.
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