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PAZ E SILVA, F.M. Diagnéstico e caracterizagdo molecular de Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de bovinos e ovinos. Botucatu. 2007. Dissertacédo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootécnica da Universidade Estadual Paulista,
UNESP, Campus de Botucatu-SP.

RESUMO

Os protozoarios Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. sdo comprovadamente patégenos
potenciais para bovinos e ovinos (particularmente em bezerros e cordeiros). Recentemente, 0 uso
de técnicas moleculares demonstrou que Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. sdo espécies
compostas de populagdes morfologicamente indistinguiveis, porém com grande diversidade
genética. Os isolados de Giardia duodenalis obtidos de amostras fecais de ruminantes podem
pertencer a grupos genéticos hospedeiro-especificos (genétipo E) ou a grupos genéticos
potencialmente zoondticos (gendtipo A e B). Quatro espécies/genétipos de Cryptosporidium spp.
com diferencas biolégicas e genéticas consideraveis, sdo capazes de infectar bovinos:
Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium bovis e Cryptosporidium
genotipo deer-like. Em ovinos uma longa lista de espécies/genotipos tem sido identificados, alguns
dos quais ainda sao descritos como espécies/gendtipos desconhecidos. O objetivo desse estudo
foi determinar a ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em 10 propriedades de
bovinos leiteiros e 1 propriedade de ovinos no Estado de Séo Paulo, realizando o diagnéstico por
meio das técnicas de microscopia Optica (Centrifugo-flutuacdo em sulfato de zinco modificada e
coloracéo por fucsina carbélica modificada), Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR); e caracterizando geneticamente esses protozoarios com o emprego da
técnica de polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP). A ocorréncia de Giardia
duodenalis e Cryptosporidium em 200 bovinos foi de 8 e 14%, respectivamente. O diagndstico das
infecgcBes em bezerros foi significativamente maior do que em animais adultos. A técnica da PCR
demonstrou uma sensibilidade diagndstica superior quando comparada as técnicas de microscopia
Optica e ensaio imunoenzimatico. O gendtipo E de Giardia duodenalis (animal-especifico e nédo
zoonotico) foi o mais prevalente (87,5%), enquanto que a espécie Cryptosporidium andersoni foi
detectada em 82% dos animais positivos para Cryptosporidium spp. Em ovinos Giardia duodenalis
esteve presente em 34% das amostras analisadas e Cryptosporidium spp. em 25%. Todos os
animais parasitados por Giardia duodenalis apresentavam o genétipo E, enquanto que
Cryptosporidium felis e/ou Cryptosporidium gendtipo cervine, esteve presente em 21% dos
animais. Esse estudo demonstrou que as infec¢gfes por Giardia e Cryptosporidium estdo presentes
em taxas variados no rebanho bovino e ovino da regido e que os ovinos (cordeiros de 0-6 meses)
podem atuar como hospedeiros de espécies/genoétipos zoonéticos de Cryptosporidium, podendo

ser fonte das infec¢Bes para humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., PCR-RFLP, Bovinos, Ovinos



PAZ E SILVA, F.M. Diagnosis and molecular characterization of Giardia duodenalis and
Cryptosporidium spp. in cattle and sheep fecal specimens. Botucatu. 2007. Dissertacédo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootécnica da Universidade Estadual Paulista,
UNESP, Campus de Botucatu-SP.

ABSTRACT

Giardia duodenalis and Cryptosporidium spp. are protozoan organisms that can infect the
intestinal tract of many animal species including mammals. Clinical signs reported in calves and
lambs infected with theses parasites include dullness, lethargy, anorexia, fever, dehydration,
gastritis, reduced milk yield and poor weight gain and therefore have a potential clinical and
economic impact. Despite morphological uniformity, considerable biotypic and genetic diversity
exists within the G. duodenalis and Cryptosporidium species. G. duodenalis is a species complex
comprising at least seven major assemblages or genotypes (A, B, C, D, E, F and G). These
assemblages, which differ from each other significantly, appear to have distinct host preferences or
have a limited host range. Recent studies suggest that cattle are infected with at least four
Cryptosporidium parasites: C. parvum, Cryptosporidium bovis, Cryptosporidium andersoni and the
Cryptosporidium deer-like genotype . In sheep, however, most prevalence information is based on
microscopy and thus there is little information on Cryptosporidium species or genotypes. This study
was undertake to determine the occurrence of Giardia and Cryptosporidium infections in dairy cattle
and sheep in Sdo Paulo State, Brazil through the use of microscopy, Enzyme Immunoabsorbent
assay (EIA) and Polymerase chain Reaction (PCR); and to determine the species/genotypes by
PCR-RFLP. Ten dairy farms in Botucatu city region are sampled. At each farm, 20 specimens are
randomly collected. Giardia and Cryptosporidium was identified in 80% and 90% of farm locations,
respectively. Of the 200 specimens collected, 8% and 14% has Giardia and Cryptosporidium DNA,
respectively. Most infections were Giardia duodenalis Assemblage E (87,5%) and Cryptosporidium
andersoni (82%) which are not zoonotic; however, one calf was infected with zoonotic Giardia
duodenalis Assemblage All and another with B. Fecal samples of 100 sheep raised on a farm in
Tupi Paulista city, S&o Paulo State, were examined for the presence of Giardia and
Cryptosporidium. The occurrence of Giardia duodenalis and Cryptosporidium was 34 and 25%,
respectively. Infections in sheep were 100% Giardia duodenalis Assemblage E and 21% of animals
harbor zoonotic species/genotypes of Cryptospordium spp. In this study, Giardia and
Cryptosporidium showed high occurrence in newborn animals, confirming that calves and lambs
can act as asymptomatic carriers shedding small number of (oo)cysts into environment.
Asymptomatic infected animals should be considered as an important reservoir of Cryptosporidium
either for others animals or humans. The results of the analyses can also confirm previous findings,
demonstrating the superior sensitivity of PCR methods over microscopy and Enzyme Immunoassay
tests.

KEY-WORDS: Giardia duodenalis, Cryptosporidium spp., PCR-RFLP, Cattle, Sheep
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1. INTRODUCAO

Giardia duodenalis e Cryptosporidium sdo comprovadamente patégenos potenciais
para bovinos e ovinos leiteiros e de carne (particularmente em animais jovens) causando
diarréia, prejuizos na conversdo alimentar, reducdo no ganho de peso, redugcdo na
producéo de leite e redugéo no peso das carcacas. Ambos parasitas foram descritos por
varios pesquisadores como importantes agentes de diarréia neonatal em bezerros,
sozinhos os associados a outros agentes infecciosos.

Esses protozodrios séo capazes de parasitar o trato gastrintestinal do homem e de
diversos mamiferos domésticos e silvestres, sendo um dos mais prevalentes e
importantes parasitas intestinais nesses hospedeiros. A Giardiase e a Criptosporidiose
recentemente tém sido reconhecidas como uma das mais prevalentes enfermidades
veiculadas pela agua. O parasitismo por esses agentes vem chamando a atencéo
cientifica pelo seu potencial zoondtico, com graves implicagbes em termos de saude
publica devido a capacidade de bovinos e ovinos atuarem como fonte da infeccdo para
humanos. Recentemente, o uso de técnicas moleculares demonstrou que Giardia
duodenalis e Cryptosporidium spp. sdo espécies genéticamente complexas composta de
populacées morfologicamente indistinguiveis, porém com grande diversidade genética. Os
isolados de Giardia duodenalis obtidos de amostras fecais de ruminantes, apesar de
morfologicamente semelhantes ao obtidos de varias outras espécies de mamiferos
domeésticos, incluindo o homem, podem pertencer a grupos genéticos hospedeiro-
especificos (gendtipo E) ou a grupos genéticos potencialmente zoondticos (genoétipo A e
B).

Quatro espécies/gendtipos de Cryptosporidium spp. com diferengas biol6gicas e
genéticas consideraveis, sdo capazes de infectar bovinos: Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium andersoni, Cryptosporidium bovis (conhecido anteriormente como C.
bovino gendtipo B) e Cryptosporidium gendtipo deer-like. Em ovinos uma longa lista de
espécies/gendtipos tem sido identificados, alguns dos quais ainda sdo descritos como
espécies/gendtipos desconhecidos.

Os dois enteroparasitas estdo presentes em taxas variaveis no rebanho bovino e
ovino em nosso pais. Entretanto estudos complementares da incidéncia das infec¢des e
caracterizacdo molecular das espécies/genétipos ainda sé@o pouco realizados, ndo sendo
possivel avaliar a real importancia de tais infeccbes para a sadde dos animais e o

potencial zoondtico de ambas as enfermidades.



Se torna fundamental, dessa forma, determinar a ocorréncia das infec¢des por
Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em bovinos e ovinos e caracterizar
geneticamente através dos métodos de diagnostico baseados na Reacdo em Cadeia da
Polimerase os isolados de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. obtidos desses

ruminantes.



2. REVISAO DE LITERATURA

Giardia e Cryptosporidium sdo protozodrios que parasitam o trato gastrintestinal de
mamiferos domésticos, silvestres e do homem (Xiao et al., 2001; Monis et al., 2003)
sendo um dos mais prevalentes e importantes patégenos em ruminantes domésticos
(O’Handley et al., 2000; Huetink et al., 2001; Barwick et al., 2003; Appelbee et al., 2003;
Ralston et al., 2003). A giardiase e a criptosporidiose, recentemente tém emergido como
causadoras de grandes perdas econbmicas no rebanho bovino e ovino (Olson et al.,
1995; Olson et al., 1997), chamando a atencao publica e cientifica devido ao seu potencial
zoongético, com graves significado em termos de salde publica, pela capacidade de
ruminantes atuarem como fonte da infeccédo desses enteroparasitas para o homem (Peng
et al., 2003; Thompson et al., 2000; Monis & Thompson, 2003).

2.1. Parasitismo por Giardia duodenalis

Giardia duodenalis (também conhecida por Giardia intestinalis ou Giardia lamblia)
€ um protozoario flagelado unicelular que comumente parasita o intestino delgado de uma
grande variedade de mamiferos domésticos e silvestres, sendo capaz de causar sinais
clinicos relacionados a diarréia e disturbios intestinais (Thompson et al., 2000). O
microorganismo possui distribuicdo mundial e é de grande importancia epidemiologica e
clinica por sua alta prevaléncia (Adam, 2001). G. duodenalis € comumente aceito como
importante agente causador de zoonose, sendo a giardiase a mais comum doenca
parasitaria em humanos (Ali & Hill, 2003), estimado em cerca de 2.8 x 108 casos por ano
no mundo (Lloyd et al., 2002).

Em paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América Latina,
aproximadamente 200 milh6es de pessoas tem giardiase sintomatica (Sulaiman et al.,
2003) e nos Estados Unidos cerca de 500 mil novos casos séo diagnosticados por ano
(Thompson, 2000; Hanson & Cartwright., 2001). Em nagfes industrializadas, a giardiase é
referida com uma enfermidade parasitaria re-emergente devido a sua crescente e
reconhecida importdncia em surtos de doencas diarréicas em creches e em epidemias
transmitidas pelo consumo de agua contaminada (Read et al., 2002; Monis et al., 2003;
Sulaiman et al., 2004; Hunter &Thompson, 2005).

Cerca de sete por cento da populagdo mundial humana alberga Giardia no

intestino, mas pouco se conhece sobre a epidemiologia deste organismo, especialmente



no que se refere a possibilidade de animais domésticos serem fonte da infeccdo humana
(Van keulen et al., 2002).

Giardia duodenalis possui ciclo de vida de dois estégios (figura 1). As formas
infectante s@o os cistos que sdo excretados nas fezes e ingeridos pelo hospedeiro. A
exposicdo aos acidos do estbmago e aos sais biliares no intestino estimula a
transformacdo dos cistos em trofozoito (forma parasitaria). Os trofozoitos de
G. duodenalis possuem forma de péra, medindo aproximadamente 12a 15um x 5a
9 um. O citoesqueleto inclui um corpo mediano, quatro pares de flagelos (anterior,
posterior, caudal e ventral), e um disco ventral. O trofozoito adere-se, desenvolve-se e
coloniza a superficie da mucosa do intestino delgado onde se multiplica assexuadamente
por divisdo binaria (Adam, 2001). A medida em que os trofozoitos passam através do

intestino, eles se encistam e sao excretados nas fezes.

Figura 1. Ciclo de vida de Giardia spp.
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A transmissao desse parasita ocorre através da ingestao de cistos viaveis através
do contato fecal oral direto ou indireto pela agua e alimento contaminados (Monis &
Thompson, 2003).



A patogenese da Giardia ndo é claramente compreendida, embora pareca
envolver a atrofia das vilosidades e danos aos microvilos. Essas alteracbes sédo em parte
correlacionadas com deficiéncias enziméticas na superficie da mucosa e decréscimo na
absorcdo, que retornam ao nivel normal de atividade quando a infeccdo se resolve.
Entretanto, os sinais, que incluem diarréia persistente, dor abodominal, desidratacdo e
perda de peso rapida, sao bastante varidveis e podem nao ser evidentes em uma por¢ao

significante de individuos (Thopmson et al., 2000).

2.2. Principais espécies de Giardia

Com base na morfologia dos cistos e trofozoitos de Giardia, seis espécies séo
reconhecidas: Giardia duodenalis (sindnimo: G. lamblia ou G. intestinalis) que parasita
uma grande variedade de mamiferos, incluindo humanos, animais de fazenda e animais
de companhia; Giardia agilis parasita de anfibios; Giardia muris parasita de roedores;
Giardia ardeae e Giardia psittaci em aves; e Giardia microti parasita de ratazanas
(Thomspon, 2000; Van keulen et al., 2002; Monis & Thompson, 2003; Thompson, 2004).

As caracteristicas de cinco espécies estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Principais espécies de Giardia duodenalis

Espécie Hospedeiro Morfologia dos trofozoitos Dimensdes (um)

G. duodenalis  Humanos Formato de pera com corpos 12-15/6-8
Animais domésticos medianos em formato de garras.
Animais silvestres

G. agilis Anfibios Alongado, estreito, com corpos 20-30/4-5
medianos em formato de dado.

G. muris Roedores Arredondados com corpos 9-12/5-7
medianos pequenos e redondos

G. ardeae aves Arredondados, com entalhe ~10/~6.5

proeminente no disco ventral e
flagelo caudal rudimentar. Corpos
medianos de formatos redondo-
ovais a formato de garra

G. psittaci aves Formato de péra, sem flagelo ~14/~6
ventro-lateral flagelo. Corpos
medianos em formato de garra

2.3. Taxonomia molecular de Giardia duodenalis

Classificada anteriormente com base em suas caracteristicas morfologicas, a

espécie Giardia duodenalis inclui organismos que possuem cistos e trofozoitos que séo



semelhantes morfologicamente em uma grande variedade de hospedeiros mamiferos
(Karanis & Ey, 1998). Entretanto, essa similaridade morfolégica mascara significantes
diferencas genéticas. Uma variedade de ferramentas moleculares, incluindo PCR-RFLP e
sequenciamento de genes presentes no microrganismo, demonstraram que a espécie
Giardia duodenalis € um enteroparasita geneticamente complexo; embora as
caracteristicas morfolégicas dos cistos e trofozoitos recuperados de diferentes animais
infectados sejam sempre idénticas (Van Keulen et al., 2002; Sulaiman et al., 2003).

Estudos comparando amostras de G. duodenalis originadas de diferentes
hospedeiros foram capazes de identificar e caracterizar sete principais grupos genéticos
nos quais estdo contidas as populacdes de G. duodenalis. Esses grupos sao
geneticamente diferentes e encontram-se distribuidos mundialmente (Berrilli et al, 2004;
Read et al., 2004). As amostras de Giardia duodenalis recuperadas de fezes humanas e
de muitas outras espécies de mamiferos pertencem a dois principais grupos genéticos.
Esses dois grupos tem sido descritos na Europa como “Polish” e “Belgian” (Homan et al.,
1992) e na Austrdlia como “Assemblages” ou genétipo A e B (Ey et al., 1997). Novas
analises provaram que esses grupos nomeados variavelmente sdo, de fato,
geneticamente equivalentes (Ponce-Macotela et al., 2002; Monis et al., 2003).

Estudos baseados no sequenciamento genético de G. duodenalis de animais
identificaram genotipos adicionais: gendtipo C e D, isolados de caes (Monis et al., 1998);
genotipo E, isolado de animais domésticos de fazendas incluindo bovinos, ovinos e
caprinos (Ey et al., 1997); genotipo F, isolado de gatos e gendtipo G, isolado de ratos

(Sulaiman et al., 2003), conforme tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo genética de Giardia duodenalis.

Genétipos Hospedeiros

Genotipo A Humanos e outros primatas, mamiferos domésticos e silvestres
Genotipo B Humanos e outros primatas, castores, ratos, caes, ruminantes
Genotipo C Caninos

Genotipo D Caninos

Genotipo E Bovinos, ovinos, caprinos, suinos, alpaca

Genotipo F Gatos

Genotipo G Ratos




As populactes de Giardia duodenalis que pertencem aos genétipos C, D, E, F, G
parecem possuir preferéncia seletiva pela infeccdo de determinados hospedeiros (por
exemplo: gendtipo C pelo céo) ou possuem uma especificidade parasitaria relativa (por
exemplo: Gendtipo E para ruminantes como bovinos, ovinos e caprinos). Por isso, muitas
vezes eles sdo denominados especificamente pelo nome dos hospedeiros que parasitam
(exemplo: genétipo C e D, como “Dog gendtipo” ou Gendtipo F, como “cat genétipo”)
(Sulaiman et al, 2003). A escala restrita desses genoétipos espécie-especificos sugere que
eles possam ser biologicamente distintos daqueles isolados que pertencem a gendtipos
capazes de parasitar varios hospedeiros (A e B).

Pesquisas nesta area de conhecimento ainda foram capazes de evidenciar que os
genotipos A e B de Giardia duodenalis possuem sub-gendtipos contidos em cada uma de
suas populacdes (Monis et al., 2003). O gendtipo A consiste de isolados que podem ser
agrupados em dois distintos conjuntos; Al consiste de uma mistura de isolados
recuperados de humanos e animais. Esse sub-gendtipo esta presente em vérias partes do
mundo e possui grande potencial zoondtico (O’Handley et al., 2000; Hunt et al., 2000;
Huetink et al., 2001; Appelbee et al., 2003).

Em contraste, o sub-gendtipo All consiste inteiramente de isolados recuperados de
humanos e, com raras excec¢des (Ponce-Marcote et al., 2002), ndo é encontrado em
animais. O gendtipo B compreende dois subgrupos chamados Blll e BIV, sendo o primeiro
zoongético e o Ultimo especifico de humanos. (Monis et al., 2003; Read et al., 2002;
Thompson, 2004; Itagaki et al., 2005). Os gendétipos A e B podem conceitualmente
serem vistos como representativos da espécie G. duodenalis, enquanto outros genétipos
hospedeiros-adaptados deverao no futuro representar espécies separadas.

Esse dado também reflete o ponto de vista de alguns pesquisadores que sugerem
mudancas na nomenclatura taxonémica da espécie, com o reconhecimento de alguns
genotipos como espécies separadas, por exemplo, o genétipo F que infecta
exclusivamente felinos como Giardia felis (Hunter & Thompson, 2000).

Esses achados fazem refletir questionamentos sobre o quanto a giardiase é de
fato uma zoonose e 0 quanto animais, principalmente os domésticos e 0os que habitam em
areas préximas a sistemas de captacdo de agua para consumo humano, podem contribuir
significativamente para a infeccdo em seres humanos (Karanis & Ey, 1998, Thompson,
2000).



2.4, Parasitismo por Cryptosporidium spp.

Os protozoarios do género Cryptosporidium s&do parasitas intracelulares
obrigatdrios que pertencem ao filo Apicomplexa, capazes de parasitar as microvilosidades
das células epiteliais do trato gastrintestinal (e em aguns casos do trato respiratério) de
hospedeiros vertebrados. O protozoario causa danos aos microvilos das células da
superficie da mucosa intestinal, com conseqiientes danos na eficiéncia da absorcédo dos
nutrientes, podendo ocasionar quadro clinico de diarréia, gerando prejuizo na
produtividade de animais de exploracdo comercial (Olson et al., 204; Peng et al, 2003;
Santin et al., 2004).

O género Cryptosporidium tem sido descrito em varias espécies de animais,
incluindo humanos. Muitas espécies ndo possuem especificidade por hospedeiros e a
transmissdo entre eles pode ocorrer facilmente. Os oocistos de Cryptosporidium spp.
variam em tamanho, apresentam-se de conformacdo esférica, possuindo estruturas
internas de dificil visualizacdo a microscopia 6ptica, com pouca ou nenhuma diferenca
morfométrica capaz de distinguir as inUmeras espécies do género que sao infectantes
para os animais e para o homem (Huber et al., 2003; Morgan et al., 1998; Xiao et al.,
2004). A presenca de oocistos deste coccideo no ambiente faz sugere que humanos e
animais podem adquirir a infecc@o através de diversas rotas de transmissao (Xiao et al.,
2001; Guy et al., 2003). Em criancas e idosos, especialmente em creches, a transmissao
antropongética provavelmente desenvolve o papel principal na disseminacdo da infeccao.
Em éreas rurais, as infecgbes zoonoticas, via contato direto com animais de fazenda, tém
sido muitas vezes descritas, mas a importancia relativa desse tipo de transmissdo nao
estd inteiramente esclarecida.

O ciclo de vida de Cryptosporidium spp. envolve uma fase assexuada e outra
sexuada, com a formacédo de oocistos infectantes que séo lancados no ambiente através
das fezes. Conforme figura 2, o ciclo de vida de Cryptosporidium inicia-se apés a ingestéo
do oocisto esporulado pelo hospedeiro (A). No intestino, os esporozoitos séo liberados
dos oocistos e infectam as células epiteliais da mucosa intestinal (B). Células epiteliais do
pulmdo também podem ser infectadas. Os esporozoitos entdo se diferenciam em
trofozoitos (C), que se diferenciam por sua vez em merontes tipo | (D). Merozoitos
produzidos por merontes do tipo | sdo liberados da célula do hospedeiro e podem infectar
novas células, inicializando um novo ciclo de reproducdo assexuada (E). Esses

merozoitos podem iniciar a reproducdo sexuada pela diferenciagdo em trofozéitos ou



iniciar o ciclo sexual pela diferenciacdo em merontes do tipo Il (F). Os merozoitos
originados dos meronte do tipo Il irdo resultar em um microgamonte masculino (G) e um
macrogamonte feminino (H). Os microgamontes liberam microgametas que irdo fundir-se
aos macrogamontes realizando a reproducédo sexuada (I). Os oocistos sdo produzidos
apos reproducao sexuada. Dois tipos de oocistos podem ser produzidos: oocistos de
camada delgada (J), que sé@o as formas infectantes encontradas no ambiente; e oocistos
de camada fina (K) que sé@o capazes de causar auto-infec¢céo no hospedeiro.

Figura 2. Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.
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2.5. Taxonomia de Cryptosporidium spp.

A taxonomia de Cryptosporidium spp. € confusa, incompleta e ainda objeto de
muito debate no meio cientifico. Usando critérios baseados nas diferencas morfologicas
dos oocistos, do local da infeccdo e da especificidade parasitaria por determinada classe
de hospedeiros; mais de vinte espécies de Cryptosporidium foram descritas. A maior parte
das descricdes, entretanto, foi realizada sem um cuidado criterioso na mensuracao
morfométrica dos oocistos ou dos dados relacionados a biologia da espécie e genética
(Xiao et al., 2004). Historicamente, em 1910, Ernest Edward Tyzzer prop6s a criacao do
género Cryptosporidium utilizando como referéncia Cryptosporidium muris, isolado nas
glandulas gastricas de camudongos. Dois anos apds, 0 mesmo autor identificou e nomeou

como Cryptosporidium parvum, outra espécie isolada de camundongos, que possuia
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oocistos menores e parasitava o intestino. Apos o descobrimento inicial dessas duas
espécies, um conceito errado de especificidade parasitéria restrita foi aplicado ao género
Cryptosporidium. Esse fato levou a criagdo de multiplas novas espécies. Estudos
subsequentes de transmisséo cruzada entre as espécies demostraram que os isolados de
Cryptosporidium de diferentes animais podem frequentemente ser transmitidos de um
hospedeiro para outro; fato esse que criou a pratica de nomear espécies baseando-se na
origem do hospedeiro e a sinonimizacdo de muitos dessas novas espécies como
Cryptosporidium parvum (Xiao et al., 2004). Entretanto, por um periodo curto de tempo,
esses estudos muito limitados de transmisséo cruzada (assegurados pelas indistinguiveis
diferencas morfoldgicas dos oocistos) foram usados como evidéncia para a natureza
monoespecifica do género Cryptosporidium, resultando no uso disseminado do nome C.
parvum para oocistos encontrados em amostras fecais de todo tipo de mamiferos,
incluindo humanos. Muitos outros isolados de Cryptroporidum spp. foram nomeados
durante e apo6s esse periodo e sobreviveram ao longo dos anos porque demonstraram
algum tipo de diferenca biol6gica das espécies C. parvum e C. muris ja bem
estabelecidas. Além das ultimas, C. baileyi em galinhas, C. felis em gatos, C. meleagridis
em perus, C. saurophilum em lagartos e C. wrairi em porquinho da india; foram
incialmente relatadas como as princpais espécies deste género encontradas em animais
(Xiao et al, 2004). Através do uso da biologia molecular, algumas lacunas nao
compreendidas anteriormente foram fechadas (Xiao et al., 2002; Monis & Thompson,
2003). Recentes caracterizacBes moleculares tém demonstrado que existe uma extensa
adaptacdo hospedeiro-especifica na evolucdo do género Cryptosporidium, e muito
mamiferos ou grupo de mamiferos, possuem genétipos (subtipos) de Cryptosporidium que
sdo hospedeiro-adaptados e diferem-se de cada um através de sua infectividade e de sua
constituicdo genética (Xiao et al, 1999a; Xiao et al., 1999b; Wu et al., 2003; Mallon et al,
2003).

Além de auxiliar no esclarecimento da taxonomia de todas as espécies de
Cryptosporidium, os estudos moleculares também demonstraram que a espécie
Cryptosporidium parvum possui diferentes genoétipos. Oocistos de C. parvum foram
isolados de humanos e bovinos infectados e tiveram seu DNA extraido, amplificado e
analisado. As diferencas observadas pela andlise de diversos genes foram usadas para
distinguir inicialmente dois genoétipos. O primeiro, Cryptosporidium parvum genétipo
humano (também conhecido como tipo I, 1 ou Human) é antropondético e capaz de

parasitar apenas seres humanos (Xiao et al., 1999a; Xiao et al, 1999b).
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O segundo, em contraste, Cryptosporidium parvum genoétipo bovino (também
conhecido como tipo Il, 2 ou Cattle) é capaz de parasitar bovinos, ovinos, caprinos,
humanos e outros mamiferos domésticos e silvestres (Spano et al., 1998; Patel et al.,
1999; Yagita et al., 2001, Wu et al., 2003). O gendtipo bovino ou tipo Il é compreendido de
populacdes distintas, algumas das quais foram associadas somente com seres humanos
e outras associadas com seres humanos e animais, particularmente bovinos (Xiao et al.,
1999). Ambos os genétipos de C. parvum foram implicados como maiores responsaveis
pela infeccdo em humanos (Spano et al., 1998; Sulaiman et al., 1998; Guyot et al., 2001;
MacLauchlin et al, 2000).

Estudos experimentais realizando infeccées cruzadas entre espécies confirmaram
a susceptibilidade da infec¢éo por oocistos de C. parvum gendétipo humano apenas para
seres humanos e ndo para animais. Marcadas diferencas genéticas também foram
observadas depois de andlises de genes altamente polimoérficos. Baseados nessas
diferencas bioldgicas e moleculares, C. parvum genoétipo humano (tipo |) foi separado em
espécie e nomeado Cryptosporidium hominis (Morgan-Ryan et al, 2002).

Para evitar ainda mais confusdo com a nomenclatura de Cryptosporidium spp.
recomenda-se o uso do nome C .parvum apenas para o parasita previamente conhecido
como Cryptospordium gendtipo bovino; devendo-se evitar o uso de C. parvum para outros
tipos de Cryptosporidium encontrados em mamiferos e ainda ndo devidamente
caracterizados. Dessa forma, Cryptosporidium parvum € a espécie conhecida de infectar
principalmente ruminantes (bovinos, ovinos, caprinos e cervos) e humanos.

Outros genotipos de Cryptosporidium parvum encontrados em animais incluem o
gendtipo mouse, horse, dog, cat, suis, rabbit, ferret, monkey, fox, goose, duck, cervid,
bear, koala, kangoroo e marsupial (Xiao et al, 2004). Todos eles foram diferenciados por
seqliéncias polimérficas de varios genes, entre eles; Small Subunit Ribosomal RNA (Xiao
et al., 1999a, Xiao et al., 1999b; Xiao et al., 2001, Santin et al., 2004), GP60 (Peng et al.,
2003), TRAPC-2 (Sulaiman et al, 1998), HSP 70 (Sulaiman et al., 2000; Straub et al.,
2002), COWP (Spano et al., 1998). A maior parte dos gendtipos de C. parvum foram
nomeados de acordo com a espécie ou classes de animais das quais eles foram
derivados (Hunter e Thompson, 2005).

ApOs realizagdo de varios experimentos e novas andlises genéticas, alguns
gendtipos de Cryptosporidum parvum foram reconsiderados e classificados como
espécies. Por exemplo, C. parvum “dog” genétipo e C. parvum “cat” genétipo sdo as

espécies Cryptosporidium canis e Cryptosporidium felis respectivamente (Xiao et al.,
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2001). Mais de 30 genétipos ja foram descritos e acredita-se que muitos deles possam ser
separados como nhovas espécies. Todavia a caracterizacdo molecular de oocistos
recuperados de animais infectados em muitas outras areas endémicas € requerida antes

gue essa suposicao possa ser verificada (Xiao et al., 2004)

2.6. Espécies validas de Cryptosporidium spp.

Apesar de 23 espécies de Cryptosporidium ja terem sido descritas, recentes
trabalhos utilizando critérios morfométricos, especificidade de hospedeiros e ferramentas
moleculares como analise do DNA dos genes 18S rRNA, COWP, Trap-C1, hsp70 (Xiao
et al., 1999a; Xiao et al., 2000; Xiao et al., 2002) sugerem que apenas 16 espécies sejam
vdlidas. Essas espécies sdo: Cryptosporidium parvum, C. hominis, C. andersoni, C. bovis,
C. muris, C. suis, C. wrairi, C. felis e C. canis encontrados em mamiferos; C. baileyi e C.
meleagridis encontradas em aves; C. serpentis e C. saurophilum em répteis e; C. molnari
em peixes (Xiao et al., 1999b; Xiao et al., 2001; Xiao et al., 2004; Lindsay et al,. 2000;
Fayer et al., 2006; Feng et al., 2007). Dentre essas, as espécies Cryptosporidium parvum
e Cryptosporidium hominis sdo as mais disseminadas e importantes encontradas em

animais domeésticos e no homem (tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo das espécies de Cryptosporidium e seus respectivos hospedeiros
(segundo Xiao et al., 1999b; Xiao et al., 2001; Xiao et al., 2004; Lindsay et al,. 2000; Fayer et al.,
2006; Feng et al., 2007).

Espécie Hospedeiro principal Hospedeiro secundério
C. muris Roedores, camelos Caprinos
C. andersoni Bovinos, camelos Ovinos
C. parvum Bovinos, ovinos, caprinos, humanos Cervos, camundongos, suinos
C. hominis Humanos, macacos
C. wrairi Porquinho da india
C. felis Gatos Humanos, Bovinos
C. canis Cées Humanos
C. meleagridis Perus, humanos Papagaios
C. baileyi Galinhas, perus Codornas, avestruz, patos
C. galli Galinhas
C. serpentis Serpentes, lagartos
C. saurophilum Lagartos serpentes
C. suis Suinos
C. hominis Humanos
C. molnari Peixes
C. bovis Bovinos
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2.7. Recentes genotipos descritos de Cryptosporidium que parasitam ruminantes

Cryptosporidium parvum é a espécie mais frequentemente estudada devido a sua
elevada ocorréncia e relevancia em animais e humanos. Atualmente existem fortes
evidécias de que numerosos gendtipos geneticamente distintos contidos no grupo C.
parvum possam ser espécies separadas (Mallon et al., 2003). De forma que cada vez
mais freqiiente novos gendtipos de C. parvum tém sido identificados; e parece que a
dindmica da transmissdo é mais complicada do que se pensava anteriormente (Xiao et al.,
2000; Xiao et al., 2004; Fayer et al. 2006).

Xiao et al. (2002) descreveram pela primeira vez Cryptosporidium gendétipo deer
em amostras fecais originadas de dois cervos de cauda branca na América do Norte. Em
um estudo de prevaléncia de Cryptosporidium em 14 fazendas de exploracéo de leite em
regibes dos Estados Unidos, através da técnica da PCR e do sequenciamento do gene
18S rRNA, Santin et al. (2004) detectaram 44 bezerros infectados com um novo genotipo
de Cryptosporidium, ao qual nomearam de Cryptosporidium genétipo deer-like, pois essa
nova cepa possuia 99% de identidade genética com a descrita por Xiao et al (2002).

Cryptosporidium Bovino genétipo B, identificado em duas amotras fecais de
bovinos foi descrito pela primeira vez por Xiao et al (2002). No mesmo estudo realizado
por Santin et al. (2004), foram detectados 79 bezerros infectados com um novo genétipo
de Crytosporidium, ao qual nomeou-se Cryptosporidium Bovino genétipo B, pois essa
nova cepa possuia 100% de identidade com a descrita por Xiao et al (2002). Alguns anos
mais tarde, Fayer et al. (2005) baseados nestes estudos, e através de caracterizagdes
moleculares e biolégicas, classificaram Cryptosporidium Bovino B como uma espécie
separada, nomeada Cryptosporidium bovis.

Tanto Cryptosporidium bovis quanto Cryptopsoridium gendtipo deer-like possuem
oocistos morfologicamente semelhantes aos de C. parvum e foram detectados apenas em
bovinos (Santin et al.,, 2004; Fayer et al., 2006; Feng et al., 2007). Ambos séao
geneticamente relacionados (Xiao et al., 2002; Xiao et al., 2004).

Perz & Le Blancg. (2001) em um estudo epidemiolégico da infec¢cdo por
Cryptosporidium spp. em uma populacdo de cervos de cauda branca (Odocoileus
virginianus) e animais silvestres no Estado de Nova York, Estados Unidos, descreveram

pela primeira vez a presenca de um genétipo ndo identificado anteriormente. Foi

! C. bovino gendtipo B # C. parvum gendtipo bovino
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constatado por da Silva et al. (2003), que a sequéncia nucleotidica desses isolados
possuiam 100% de identidade genética a isolados detectado por eles em primatas
(Propithecus verreauxi coquereli).

Mais tarde, a nomenclatura Cryptosporidium genétipo cervine foi estabelecida.
Esse genotipo também foi recentemente isolado em humanos (Ong et al., 2002; Trotz-
Williams et al., 2006; Soba et al., 2006) e ovinos (Ryan et al.,2005; Santin et al., 2007).
Como Cryptosporidium gendtipo cervine parece estar disseminado em humanos e

animais, ele pode vir a emergir como um importante patégeno de carater zoonético.

2.8. As recentes transformacodes sofridas no género Cryptosporidium

A taxonomia do género Cryptosporidium vem passando por mudancas periddicas
na medida em que: (i) novos genotipos foram descritos; (i) genotipos anteriormente
descritos foram classificados como espécies separadas; (iii) houve o desenvolvimento de
ferramentas moleculares de genotipificacdo, as quais se adaptaram rapidamente a cada
descricdo e surgimento de novos gendtipos; (iv) a alta freqiiéncia de deteccdo de
Cryptosporidium e o carater zoonoético de determindas espécies/gendtipos aliado aos
esforcos de pesquisadores para resolver a taxonomia do género, contribuiu para um
namero grande de estudos baseados em metodologias ligadas a biologia molecular, uma
vez que somente com essa metodologia se pode identificar os isolados de
Cryptosporidium ao nivel de espécie/gendtipo.

Tomando por exemplo, quando Santin et al. (2004) descreveram a presenca e
prevaléncia em bovinos de Cryptosporidium bovis, esses pesquisadores ainda nomeavam
esses isolados como: C. Bovino genoétipo B, pois eram 100% idénticos aos 2 Unicos
isolados caracterizados anteriormente por Xiao et al. (2002). Um ano depois, Fayer e
colaboradores (2005) conseguiram provar que tratava-se de uma espécie separada e a
nomeou Cryptosporidium bovis.

Da mesma forma, Santin et al. (2004) também identificaram e descreveram a
prevaléncia de C. genétipo deer-like, nomeado dessa maneira por possuir 99,5%, de
identidade genética com C. genotipo deer; que somente tinham sido identificado
anteriormente em uma Unica amostra isolada de cervo por Xiao et al. (2000) nos Estados
Unidos . Até hoje, nenhum autor consegiu provar se Cryptosporidium genétipo deer-like é
uma nova espécie (de forma semelhante a C. bovis) ou se trata apenas de mais um

genotipo descrito de Cryptosporidium spp., na medida em que ja existem cerca de 30
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genotipos descritos (Feng et al., 2007). Quando alguns desses genétipos foram descritos,
poderia tratar-se apenas de mais uma novo relato de genétipos no meio cientifico, visto as
minimas diferencas genéticas que apresenatavam. Da mesma forma que o nome
Cryptosporidium pestis (Spaleta, 2006) foi proposto em substituicdo a C. parvum
(gendtipo bovino) e nao foi aceito pelo meio cientifico internacional (Xiao et al. 2006). De
acordo com o cédigo internacional de nomenclatura zooldgica (ICZN), o “genotipo bovino”
de Cryptosporidum parvum nunca foi formalmente nomeado e atualmente ele ndo possui
nenhum nome disponivel (Spaleta, 2006).

Nos anos de 2004, 2006 e 2007 foram consideradas validas 13, 15 e 16 espécies
de Cryptosporidium respectivamente. Esse fato mostra as recentes transformacotes

sofridas no género Cryptosporidium.

2.9. Giardia e Cryptosporidium no rebanho bovino e ovino

Giardia duodenalis tem sido descrita em bovinos de exploracéo leiteira e de carne
em todo o mundo. As taxas de prevaléncia podem variar muito entre paises,
provavelmente por reflexo das diferencas de manejo, clima e tipo de estudo empregado
para deteminacdo do diagnoéstico das infecgdes. A infeccdo por esse parasita ocorre
facilmente entre bezerros agudamente infectados e entre adultos cronicamente
infectados.

A ocorréncia das infec¢des por Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em
rebanhos bovinos tem sido descrita em varias regifes geograficas. Estudos no Canada
(Olson et al., 1997a; Appelbee et al., 2003; Ralston et al., 2003; MacAllister et al., 2005),
Austrélia (O"Handley et al., 2000), Bélgica (Geurden et al., 2004), Nova Zelandia (Hunt et
al., 2000), Estados Unidos (Peng et al., 2003; Santin et al., 2004; Fayer et al, 2006),
Espanha (Castro-Hermida et al., 2006), Inglaterra (Robinson et al., 2006), Hungria (Plutzer
& Karanis, 2007), Holanda (Huetink et al., 2001) e Brasil (Paz e Silva et al., 2006) tem
pesquisado e identificado animais infectados por ambos parasitas.

Insuficiente atencao foi dada ao papel de Giardia e Cryptosporidium como agentes
etioldgicos de enfermidades e de perdas na produgdo no rebanho bovino, particularmente
aos efeitos de infec¢des sub-clinicas e cronicas (Olson et al.,, 2004). Estudos Norte-
Americanos, Australianos e Europeus demonstraram que ambos 0s parasitas podem
apresentar taxas de infeccdo tdo elevadas quanto 100% em alguns rebanhos, e relataram

uma associagao entre a infeccao simultanea por esses dois protozoarios e a presenca de
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diarréia e suas significativas perdas na producéo (Olson et al., 1997a; O'Handley et al.,
2000; Huetink et al., 2001; Olson et al., 2004).

ApOs a comprovacdo de altas taxas de prevaléncia de Giardia e Cryptosporidium
em bovinos, recentes estudos tém sido providenciados para determinar o nivel de
infeccdes em ovinos (Majewska et al., 2000; Chalmers et al., 2002). Aloisio et al. (2006)
descreveram casos de giardiase em cordeiros, implicando o protozoario como Unico
agente responsavel pela presenca de sinais clinicos nos animais. Os resultados obtidos
demonstraram que G. duodenalis pode causar uma sindrome de ma absorcéo grave em
cordeiros, e consequentemente, relevante perdas econdmicas; sugerindo que G.
duodenalis deva sempre ser considerada no diagnostico diferencial em animais que
apresentem decréscimo no ganho de peso ou em casos prolongados de diarréia que nao
s&80 responsivos ao tratamento com antibidticos. Xiao et al. (1993) também relataram a
presenca de sinais clinicos em cordeiros que apresentavam altas contagens de oocistos
de Cryptosporidium spp. nas fezes. Em ovinos, a prevaléncia de Giardia duodenalis foi
determinada em 1,5% na ltalia (Giangaspero et al., 2005) e 11,6% nos Estados Unidos
(Santin et al., 2007). Enquanto que Cryptosporidium spp. foi detectado em 30 % nos EUA
(Santin et al. 2007), 26% na Australia (Ryan et al., 2005) e em 53% no Reino Unido
(Chalmers et al., 2002).

2.10. Gendtipos de Giardia duodenalis encontrados em ruminantes

O padréo de infec¢do por Giardia duodenalis é similar em bovinos leiteiros e de
carne (O'Handley et al., 1999; Ralston et al., 2003), com o aparecimento de cistos nas
fezes desde as primeiras quatro semanas de idade. Bezerros possuem as maiores taxas
de excrecdo de cistos (10°-10° por grama) entre quatro e doze semanas de idade
(O'Handley t al., 1999; Ralston et al., 2003). Os cistos de Giardia duodenalis encontrado
nas fezes de bovinos apesar de idénticos aos apresentados em outros animais
domeésticos e no homem, podem pertencer a sub-populacées do microorganismo que sao
geneticamente diferentes (genétipos).

Bovinos e ovinos sdo susceptiveis a infeccdo com trés gendtipos de Giardia
duodenalis: 0os zoondticos gendtipos A e B (O’'Handley et al.,, 2000, van Keulen et al.,
2002; Giangaspero et al., 2004; Aloisio et al., 2006) e o gendtipo E hospedeiro-especifico
(Appelbee et al., 2003).
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2.11. Espécies/genotipos de Cryptosporidium encontrados em ruminantes

Em bovinos, quatro espécies/genétipos de Cryptosporidium com marcadas
diferencas bioldgicas e genéticas foram descritas: Cryptosporidium parvum (genétipo
bovino), Cryptosporidium andersoni (conhecido anteriormente como Cryptosporidium
muris; Lindsay et al., 2000), Cryptosporidium bovis (conhecido anteriormente como C.
bovino gendtipo B; Fayer et al., 2005) e Cryptosporidium gendétipo deer-like (Santin et al.,
2004 and Xiao et al., 2004; Fayer et al., 2006; Feng et al., 2007; Plutzer & Karanis, 2007).

Entretanto, as espécies de Cryptosporidium identificadas com maior freqtiéncia em
ruminantes sao Cryptosporidium parvum no intestino e Cryptosporidium andersoni no
abomaso. Em adicédo a diferencas encontradas no local de predilecdo do parasitismo no
hospedeiro, essas duas espécies possuem oocistos morfologicamente distintos e também
diferem geneticamente uma da outra (Lindsay et al, 2000; Xiao et al., 2000; Olson et al.,
2004).

A ocorréncia dessas espécies de Cryptosporidium em bovinos parece ser ligada a
idade (Fayer et al., 2006; Santin et al., 2004). Cryptosporidium parvum, a Unica espécie
zoonética prevalente em bovinos, é responsavel por 85% das infeccdes por
Cryptosporidium em bezerros em idade de pré-desmame (0-2 meses), mas por apenas
1% das infeccdes em bezerros em idade de pds-desmame (2-11 meses) e novilhas (1-2
anos). Bezerros em idade de pés-desmame e novilhas sdo, na maior parte das vezes,
infectados com C. andersoni, C. bovis e Cryptosporidium genétipo deer-like (Fayer et al.,
2006; Santin et al., 2004).

2.11.1.Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum é comumente encontrado em bovinos jovens, sendo um
importante causa de diarréia em bezerros de 2-3 semanas de idade. Bezerros
frequentemente se tornam infectados entre a primeira e quarta semana de vida e a
duracdo da infeccdo € curta (cerca de duas semanas). A excrecdo de oocistos pelos
animais pode iniciar tdo cedo quanto dois dias de idade, com média de maior excre¢éo

ocorrendo aos 14 dias de idade (Olson et al., 2004).
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2.11.2.Cryptosporidium andersoni

Cryptosporidium andersoni € outra espécie que infecta naturalmente ruminantes
domeésticos (Lindsay et al., 2000; Robinson et al., 2007). Essa espécie infecta 0 abomaso
podendo causar gastrite, sendo mais comum em bovinos adultos, embora possa ocorrer
em animais de todas as idades. Em termos de saude publica, ndo representa grande
ameaca devido a sua especificidade por ruminantes (Huetink et al., 2001, Peng et al.,
2003; Xiao et al., 2004; Hunter & Thompson, 2005).

2.11.3.Gendtipos

Atualmente, Cryptosporidium bovis (antes conhecida como Cryptosporidium bovino
genodtipo B) e Cryptosporidium genotipo deer-like tem sido diagnosticados apenas em
bovinos nos Estados Unidos (Fayer et al., 2006, Santin et al., 2004; Xiao et al., 2002),
deconhecendo-se sua prevaléncia em outros paises.

A espécie C. bovis foi encontrada predominantemente infectando bezerros entre 2
a 11 meses de idade, ndo sendo associado com doenca (Santin et al.,, 2004).
Cryptosporidium genotipo deer-like foi descrita tanto em bezerros em idade de pré-
desmame quanto em animais em idade de pés-desmame (tabela 4), ndo sendo também

associado a sinais de doenca (Santin et al., 2004).

Tabela 4. Espécies e gendtipos de Cryptosporidium que infectam bovinos

Especie Prevaléncia- Idade Local do parasitismo Distribuicdo
C. parvum Pré-desmame Intestino Mundial

C. andersoni P6s-desmame Estdmago Mundial

C. bovis Pés-demame Intestino EUA

C. gendtipo deer-like Pré e p6s demame Intestino EUA

Em ovinos uma longa lista de espécies/gendtipos tem sido identificados, alguns
dos quais ainda sdo descritos como espécies/genotipos desconhecidos (Chalmers et al.,
2002). Santin et al. (2007) identificaram nos Estados Unidos C. parvum, C. genétipo
cervine e um genétipo 99.9% semelhante a Cryptosporidium bovis denominado C. bovis-
like. Na Australia, Ryan et al. (2005) observaram a presenca em ovinos de C. hominis, C.

andersoni, C. suis, C. gendtipo cervine e C. gendtipo marsupial.
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2.12.Zoonose

A conexdo entre a infeccdo em animais e humanos tem sido uma questao que
domina a maior parte das recentes pesquisas envolvendo Giardia e Cryptosporidium
(Hunter & Thompson, 2005). Recentemente, o uso de técnicas ligadas a genética
molecular vem sendo empregadas com sucesso no diagnostico e caracterizagdo desses
protozoarios. Através dessa metodologia varios estudos epidemiolégicos demonstraram
uma forte ligagcdo entre o contato com animais infectados e a infeccdo em humanos
(Hopkins et al., 1997; Traub et at., 2003). Com o objetivo de melhor entender o potencial
zoonético das infeccdes por Giardia e Cryptosporidium de animais domésticos e
silvestres, é importante determinar 0 quanto humanos e outros animais sao susceptiveis a
infeccdes com formas geneticamente idénticas de ambos os parasitas e qual a frequéncia
desses gendtipos em ambos (Monis & Thompson, 2003; Hunter & Thopmson, 2005).
Numerosos estudos tém caracterizado isolados de Giardia e Cryptosporidium coletados
de diferentes hospedeiros e tem demonstrado a ocorréncia da mesma espécie/gendtipo

em humanos e animais.

2.12.1. Giardia duodenalis

Embora ao longo dos anos os animais de companhia tenham sido considerados
potenciais fontes de infecgdo humana por Giardia, estudos nos quais cistos recuperados
de cdes e gatos sdo genotipados claramente demonstram que esses animais Sao
frequentemente parasitados por genétipo hospedeiros adaptados: Giardia duodenalis
gendtipo C no cao; e gendtipo F no gato (Abe et al., 2003; Macglade et al., 2003). Dessa
forma, cédes e gatos e provavelmente outros animais de companhia exercem um papel
pequeno e podem ndo ser importantes reservatérios zoonéticos das infec¢des por Giardia
duodenalis.

Em contrapartida, embora bovinos leiteiros e de carne estejam geralmente
infectados com Giardia duodenalis, ainda existem evidéncias para suportar seu papel
como reservatorio da infeccdo nos seres humanos (ndo o principal, porque se deve levar
em consideracdo que a taxa de transmissdo entre humanos é alta, principalmente em
areas endémicas). Estudos que compararam, em diversas regides geograficas, a
prevaléncia dos genétipos de Giardia duodenalis em bovinos de carne e leite e indicaram

gque 90% desses animais possuiam infeccbes com o0 gendtipo ndo-zoondtico de G.
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duodenalis (genétipo E). A prevaléncia do gendtipo A em bezerros varia bastante entre os
animais (O'Handley et al., 2000; Huetink et al., 2001; Alppelbe et al., 2003), podendo
chegar até a 50% das propriedades rurais estudadas (Trout et al., 2004).

Bezerros infectados com Giardia frequentemente excretam cerca de 10° a 10°
cistos/g de fezes. Dessa forma, mesmo que apenas uma quantidade minima de animais
no rebanho esteja infectada com o gendtipo A ou B, eles podem representar um
significante risco a saude publica.

Em humanos, a infeccdo por G. duodenalis é frequentemente auto-limitante,
podendo ser grave em pacientes desnutridos, imunodeficientes ou em crian¢as e idosos
(Loyd et al, 2002).

2.12.2.Cryptosporidium spp.

Cinco espécies de Cryptosporidium ja foram descritas infectando humanos:
Cryptosporidium hominis (antigamente chamado C. parvum genétipo humano ou tipo |), C.
parvum, C. meleagridis, C. felis e C. canis nesta ordem de prevaléncia. Além dessas
espécies, um novo genotipo, Cryptosporidium genétipo cervine foi descrito parasitando
humanos (Ong et al., 2002; Soba et al., 2006).

Nos seres humanos, a doenca causa diarréia autolimitante de duracdo de sete a
dez dias em individuos imunocompetentes, entretanto pode ser fatal em pacientes
imunossuprimidos pelo virus da Imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou com cancer (Gatei
et al., 2003). Entre pacientes com criptosporidiose na fase aguda, tanto
imunocompetentes quando imunodeficientes, a quantidade de oocistos excretados nas
fezes é grande o suficiente para ser detectado por varias técnicas laboratoriais de
diagnéstico. Entretanto quando a infeccdo aguda se resolve e o paciente se torna
assintomatico, o numero de oocistos diminui drasticamente, tornando o diagnostico
complicado.

O numero de oocistos excretados nas fezes varia de dia a dia e de semana a
semana (Garcia e Shimizu, 1997). A dose infectante de Cryptosporidium necessaria para
a infeccdo em humanos pode ser relativamente pequena. A auséncia de um tratamento
efetivo para a criptosporidiose enfatiza a necessidade para o0 entendimento da
epidemiologia da doenca e a correta identificag@o e caracteriza¢do das rotas e fontes de
transmissdo, proporcionando dessa forma que sejam implementadas medidas de

prevencéo eficazes.
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2.13. Giardia e Cryptosporidium como enfermidades veiculadas pela 4gua

A infeccdo do hospedeiro por Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. pode
ocorrer tanto pelo contato direto animal-humano via oro-fecal; ou por via indireta através
do consumo de alimento ou &gua contaminados. Ha evidéncias circunstanciais da
giardiase e criptosporidiose humana associada com agua contaminada (Xiao et al., 2001),
visita a fazendas, e a exposicdo e manejo de animais domésticos infectados,
particularmente bezerros (Thompson, 2004).

Embora os trabalhadores de propriedades rurais e as pessoas que as visitam
possam contrair giardiase e criptosporidiose pelo contato direto, a transmissao zoonética
indireta, de origem bovina, através da agua tem sido considerada por muito tempo como a
fonte mais importante da infeccdo zoono6tica humana (Monis & Thompson, 2003).

A transmissdo desses parasitas através do consumo de agua € de interesse
crescente atualmente, porque essa via de infec¢do tem o potencial de atingir um ndimero
grande de individuos (Appelbee et al., 2003). Formas infectantes desses dois protozoarios
podem chegar a fontes de agua utilizada para consumo humano através do escoamento
das pastagens de bovinos (contaminacdo de fontes de agua para abastecimento e
consumo humano, aguas superficiais e recreacionais), com diversos casos de epidemias
relatadas no mundo, particularmente nos Estados Unidos e Reino Unido (Thompson,
2000; Xiao et al., 2001). A fonte de cistos/oocistos em epidemias associados ao consumo
de agua contaminada no Reino Unido tem sido atribuida & contaminacdo da agua por

fezes de origem humana e animal.

2.14. Diagnostico de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp.

Os métodos convencionais de diagndstico incluem as técnicas de concentracéo-
flutuacdo fecal para a observacdo de cistos de Giardia duodenalis e 0 exame de
esfregacos fecais corados com corantes acido-rapidos, como Ziehl-Neelsen ou fucsina-
carbdlica, para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium spp. Esses séo os dois métodos
mais usados na rotina laboratorial. Entretanto, a microscopia éptica consome bastante
tempo do analisador e requer experiéncia para identificagdo dos (oo)cistos dos
microorganismos. Em adigdo, o limite de deteccdo dessas técnicas é sempre relatado
como baixo. Métodos baseados na imunologia foram desenvolvidos para uso diagnéstico
em amostras fecais (Boone et al., 1999; Aziz et al., 2001, Cirak & Bauer, 2004). Todavia,
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a variabilidade antigénica contida em isolados desses protozodrios (principalmente para
Cryptosporidium spp.) pode proporcionar resultados falsamente negativos, e ha relatos
conflitantes sobre a sensibilidade dos métodos imunoenzimaticos comparados aos de
microscopia Optica (Hanson & Cartwright, 2001).

Os métodos baseados na deteccdo do DNA (PCR) foram introduzidos e tem sido
descritos como muito sensiveis para detec¢do desses patdbgenos em amostras fecais
(Morgan et al., 1998). Essa laboriosa tecnologia requer profissionais qualificados para
sua execucdo e ainda é de custo alto para ser usada como teste de rotina, embora
possua sensibilidade analitica e diagndstica superior aos outros métodos (Macglade et
al., 2003).

2.15. Situacéo no Brasil

Estudos de genética molecular de G. duodenalis e Cryptosporidium spp. em
ruminantes domeésticos sdo escassos no Brasil e pouco se conhece sobre a real
identidade genética de cistos de Giardia duodenalis e oocistos de Cryptosporidium sp.
anteriormente descritos. A deteccdo em animais de cistos/oocistos de ambos parasitas
gue sdo morfologicamente e geneticamente indistinguiveis daqueles encontrados em
humanos aumentou o interesse sobre a importancia dos animas domésticos e silvestres
na epidemiologia da doenca nos seres humanos (Yagita et al., 2001; Wu et al., 2003).

A incidéncia da infec¢ao por Giardia e Cryptosporidium e a caracterizacdo genética

das espécies/gendtipos no rebanho bovino e ovino na regido de Botucatu-SP, ndo é
conhecida, sendo também pouco estudada em outras areas do pais. Nos estados de
Sdo Paulo e Rio de Janeiro, a caracterizagdo molecular desses parasitas foi iniciada
partindo da andlise do DNA dos microorganismos presentes em amostras fecais
isoladas de animais domésticos (Thomaz, 2006; Huber et al., 2006) e silvestres (Souza
et al., 2006; Meireles et al., 2006). A maior parte dos estudos realizados anteriormente
aos citados acima, foram baseados apenas nas caracteristicas morfolégicas dos cistos e
oocistos de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp., fato esse que sabidamente ndo

€ capaz de identificar as espécies/genadtipos.
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3. OBJETIVO
Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi detectar e caracterizar geneticamente por meio da
Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) e do polimorfismo no tamanho dos fragmentos
de restricdo (RFLP) Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. identificados em amostras

fecais de bovinos e ovinos.

Objetivos especificos

Determinar a ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em 10
propriedades de bovinos leiteiros na regido do municipio de Botucatu, Estado de Sao
Paulo, caracterizando geneticamente esses protozodarios através da técnica de PCR-
RFLP

Determinar a ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp em 1 propriedade
de criagdo de ovinos do municipio de Tupi Paulista, Estado de Sao Paulo,

caracterizando geneticamente esses protozoarios através da técnica de PCR-RFLP.

Analisar comparativamente a utilizacdo das técnicas de microscopia Optica,
Imunoensaio enzimatico de captura de coproantigeno (ELISA) e Reacdo em Cadeia da
Polimerase no diagnéstico de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em amostras

fecais de ruminantes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e propriedades

Foram coletadas 200 amostras fecais de bovinos, sendo 100 de bezerros e 100 de
animais adultos, provenientes de 10 propriedades rurais de exploracdo comercial de
bovinos leiteiros localizadas em diferentes regiées do municipio de Botucatu e Itatinga,
Estado de S&o Paulo. Os animais engajados na pesquisa foram classificados em bezerros
(animais com até 180 dias de idade) e adultos (animais >181 dias de idade), sendo o
material colhido aleatoriamente do rebanho, independente da raca e condicéo fisica, de
acordo com a disponibilidade de animais no local. Durante este procedimento, foram
preenchidos formularios contendo os dados dos animais como identificacdo, sexo, raca,
idade, habitat, presenca ou auséncia de diarréia no momento da coleta, além de dados
relacionados a propriedade e ao manejo.

Os bovinos alocados no experimento integravam o rebanho das propriedades
rurais, as quais estavam localizadas em regides proximas aos municipios de Botucatu-SP
(7 propriedades) e Itatinga-SP (3 propriedades). Essas propriedades, com caracteristicas
variando entre sitios e grandes fazendas comerciais, possuiam bovinos de exploracao
leiteira, de forma que, a extracdo do leite, aliado com a agricultura e a criacdo de animais,
era a principal fonte de renda da propriedade. Cinco propriedades possuiam ordenha
mecanica, enquanto que nas demais a ordenha era manual. Sob o ponto de vista das
caracteristicas das instalacdes, trés propriedade possuiam instalacdes consideradas
precérias.

Botucatu esta localizada na regido centro-sul do estado de S&o Paulo, a 247 km
da capital, a 200 km de Campinas, 110 km de Piracicaba e 90 km de Bauru. Ela faz
divisa, entre outras, com as cidades de Avaré e ltatinga. A temperatura média é de 22°C,
e no inverno, a média fica em 17°C. O periodo da coleta variou entre a época seca (4
fazendas) e chuvosa (6 fazendas).

Foram coletadas também 100 amostras fecais de ovinos (40 ovelhas, 30 cordeiros,
e 30 machos jovens) da raca lle de France e 12 amostras de bovinos provenientes de 1
propriedade rural localizada no municipio de Tupi Paulista, Estado de Sao Paulo.

Essa propriedade foi alocada neste experimento por ja ser cooperante em outro
estudo relacionado a infecgbes experimentais cruzadas entre helmintos de bovinos e

ovinos que vivem em um mesmo ambiente de criagcdo (Fernandes, 2006). Parte dos
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animais do referido estudo foram selecionados e tiveram amostras fecais coletadas e
utilizadas neste experimento. Os doze bovinos que tiveram amostras fecais coletadas
nesse estudo eram animais mesticos, machos, castrados com mais de dois anos de idade
com peso aproximado de 350 kg. As ovelhas eram primiparas com dois a cinco anos de
idade, enquanto que os cordeiros nasceram durante o experimento e permaneceram nos
piquetes junto com as médes. A média de idade dos cordeiros era de 60 dias. Apds a
coleta de fezes, esses animais foram retirados da area experimental, de acordo com a
metodologia adotada por Fernandes (2006). Foram introduzidos junto com as ovelhas e
cordeiros, 30 machos jovens, com idade aproximada de 5 meses, chamados de “cordeiros
tracadores”, vermifugados previamente e livres de infeccdes helminticas. Os “cordeiros
tracadores” eram animais introduzidos no pasto com o intuito de “limpar” a area de pastejo
antes da introducdo dos cordeiros mais novos e mais susceptiveis a infeccbes
parasitarias gastrintestinais, ou seja, animais que se infectam com altas cargas
parasitarias para evitar que cordeiros recém desmamados sejam atingidos de forma
severa por parasitas intestinais, mediante a sua primeira pastagem. Ap0s um periodo de
pastejo de 32 dias, os cordeiros tracadores foram estabulados por mais 28 dias e no final
desse periodo foram eutanasiados e tiveram as fezes coletadas. A coleta de amostras
dos animais selecionados para o presente estudo aconteceu entre os meses de Junho a
Dezembro de 2005 (tabela 5).

Tabela 5. Nomero de amostras colhidas das diferentes categorias de animais realizada entre os
meses de junho a dezembro de 2005.

Animais N° de amostras Data da coleta

Ovelhas 40 Novembro

Cordeiros 30 Novembro

Cordeiros tracadores 30 Junho (11), Setembro (12), Novembro (7)
Bovinos 12 Junho (6), Dezembro (6)

O nimero em parénteses indica a quantidade de animais coletados no més.

A area experimental total possuia 8.4 hectares contendo pasto composto de capim
Panicum maximum cv. Tanzéania e foi dividida em seis médulos de pastagem de 1.4
hectares cada. A lotacdo dos modulos foi de 15.6 ovelhas/hectare ou de 2.85
bovinos/hectar. A 4rea de cada mddulo de pastagem foi subdividida em oito piquetes. No
centro de cada médulo havia uma estrutura coberta que propiciava ambiente com sombra
onde ficavam os bebedouros e os cochos com sal mineral & vontade.

A localizacdo de cada uma das 10 propriedades onde foram coletadas amostras

fecais de bovinos leiteiros na regido do municipio de Botucatu e Itatinga, Estado de Sao
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Paulo, esta exemplificada na figura 3. Para a obtencdo exata da localizacdo das
propriedades foi utilizado aparelho de posicionamento global —-GPS. A area experimental
total da propriedade em Tupi Paulista —SP, onde foram coletadas amostras de ovinos e
bovinos, estd apresentada na figura 4. Os animais experimentais das propriedades rurais
da regido de Botucatu-SP, bem como uma das instalacbes do curral de uma das

propriedade, estdo exemplificados na figura 5.

4.2. Diagnostico laboratorial de Giardia e Cryptosporidium

4.2.1. Local das anélises

O trabalho foi desenvolvido em conjunto no Laboratério de Enfermidades
Parasitarias dos Animais, localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
FMVZ-UNESP, Campus de Botucatu, Estado de Sao Paulo (local de recebimento,
processamento e andlise microscépica das amostras) e no laboratério de Diagndéstico
Molecular do Departamento de Microbiologia/lmunologia do Instituto de Biociéncias, IBB—
UNESP, Campus de Botucatu.

4.2.2. Processamento das amostras

Aproximadamente 1-2 gramas de fezes foram separadas para analises
microscopicas. Para os testes Enzimaticos (Kit ELISA), uma aliquota do tamanho
aproximado de um caroco de feijao (aproximadamente 200mg de fezes) foi colocada em
tubos? de 15 ml contendo 5 ml de formalina 10%. Para as analises moleculares, 180-220
mg de fezes foram pesadas em balanca de precisédo® e colocadas em duplicata em
microtubos* de 2ml, sendo mantidas a —20°C até a extracdo do DNA. As analises
microscoépicas foram realizadas no mesmo dia da coleta. A extracao do DNA foi realizada
no maximo até cinco dias ap0s a coleta, enquanto que os testes enzimaticos foram
realizados em até seis meses apo0s a coleta (fezes conservadas em formalina 10%) de

acordo com as recomendacdes do fabricante do Kit Elisa’.

2 Cornin%®

% Tecnal

4 Eppendorf safe lock 2m|®-Germany
® (Techlab, Blacksburg, EUA).
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Figura 3. Distribuicdo das propriedades na regido de Botucatu e Itatinga, Estado de S&o Paulo, onde foram
coletadas 200 amostras de bovinos leiteiros. As bandeirinhas em azul demonstram a localizagdo de cada
propriedade. Cada propriedade esta representada por uma letra (A até J). No centro também pode ser
observado o ponto relativo ao centro da cidade de Botucatu, a rodovia Castelo Branco- SP 300 (em
vermelho), a localizagdo do Campus Universitario da UNESP e o ponto relativo a cidade de Itatinga, S&o

Paulo.

Figura 4. Vista aérea da divisao dos piquetes dos animais da propriedade em Tupi Paulista - Sao Paulo.
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Figura 5. Bovinos alocados no experimento originados das 10 propriedades rurais da regido de Botucatu e
Itatinga, Estado de Sdo Paulo. (1) Bezerro da propriedade G. (2) Bezerro e animal adulto na propriedade F.
(3) Bebedouro dos bezerros em um dos currais da propriedade E. (4) Habita dos animais no confinamento na

propriedade D.
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4.2.3. Técnicas empregadas

As analises das 200 amostras fecais de bovinos foram realizadas através de trés
técnicas de diagnéstico para deteccdo de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. A
primeira etapa foi realizada através das técnicas de microscopia 6ptica: Centifugo
flutuacdo modificada em sulfato de zinco (CFMSZ) e coloracdo por fucsina carbdlica
modificada (CFCM) A segunda etapa foram realizadas as andlises imunoenzimaticas
(ELISA) e da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). As amostras dos
ovinos e bovinos da propriedade em Tupi Paulista foram analisadas pelas técnicas de
ELISA e PCR. Apenas uma parte das amostras dessa propriedade foi analisada pelas
técnicas de microscopia 6ptica (20 através da CFMSZ e 65 por meio da CFCM). Um
diagrama esquematico do fluxograma das etapas do experimento estd demonstrado na

figura 6.

Figura 6. Diagrama esquematico do fluxograma de etapas do experimento.

1§ 1§
Diagnéstico de Diagnéstico de
Giardia duodenalis Cryptosporidium spp.

ELISA ELISA

RFLP NlalV
Genotipo A, B

RFLP Sspl e Vspl

[ Espécies ] [ Gendtipos ]

C.andesoni
C. muris

RFLP Ddel

[ C.andersoni ]__[ C. muris ]

4.2.3.1. Microscopia 6ptica

A deteccdo de cistos de Giardia duodenalis foi realizada pela utilizagdo de um
teste de rotina coproparasitologica através da pesquisa direta e observagdo microscépica

do enteroparasita (presenca de cistos) com o emprego de uma técnica concentracéo fecal
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através da centrifugo-flutuacdo por uma solucdo de alta densidade como descrito por
Figueiredo et al. (1984) citado por Hubber e colaboradores (2003). A técnica sera descrita
nesse estudo como: CFMSZ (Centrifugo-flutuacdo modificada em sulfato de zinco). As
modificacdes da técnica de CFMSZ incluiram o emprego uma solucao de sulfato de zinco
no lugar de uma solucéo saturada de agucar e o processamento posterior de acordo com
a técnica de Faust e colaboradores.

A deteccao de oocistos de Cryptosporidium spp. foi realizada através da realizacao
da técnica de centrifugo-sedimentacéo pelo formaldeido-éter, de acordo com o protocolo
descrito por Arrowod. (1997) citado por Hubber e colaboradores (2003), seguido do
emprego da técnica modificada de coloracdo de esfregacos fecais pelo corante fucsina-
carbolica, de acordo com Martinez & Belsa Neto (2003), e referida nesse estudo como
CFCM (coloracao por fucsina-carbdlica modificada). As modificagbes da técnica de CFCM
incluiu a permanéncia das laminas no corante fuscina carbodlica por um periodo de 5
minutos. As laminas de esfregaco fecal coradas foram examinadas em microscépio
optico®, com auxilio de 6leo de imerséo, em aumento de 40x e 1000x e fotografadas com
analisador de imagem’. Cada lamina foi examinada por até cinco minutos. O nimero de
(oo)cistos foram marcados semi-quantitativamente de acordo Huetink e colaboradores

(2001), usando microscoépio optico em magnificacdo de 400x. (Tabela 6).

Tabela 6. Nimero de (oo)cistos marcados semiquantitaivamente observados em lamina

- Sem presencga de (oo)cistos
+ 1-5 (oo)cistos por lamina
++ 6- 25 (oo)cistos por campo
+++  26-50 (oo)cistos por campo

++++ >50 (00)cistos por campo

4.2.3.2. Ensaio imunoenzimatico

A deteccdo de antigenos fecais de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. foi
realizada através da técnica imunoenzimatica processada com o kit GIARDIA Il e
CRYPTOSPORIDIUM TEST®- ELISA direto para deteccdo de antigenos de Giardia
duodenalis e Cryptosporidium spp. em amostras fecais, respectivamente. Uma amostra foi

considerada positiva quando a absorvancia foi >0,150 at 450 nm.

® Olympus bx 60
’ Image-Pro software -Leica®
8 (Techlab, Blacksburg, EUA.)
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4.2.3.2.1. Indice ELISA

Para certificar-se dos resultados do teste ELISA e como medida auxiliar a
interpretacdo dos dados do mesmo; aos valores da absorvancia a 450nm de todas as
amostras foram empregados o célculo matematico denominado de indice ELISA que
determina valores de cutt-off para as amostras, com o intuito de indicar se as mesmas
podem ser consideradas positivas (Biondi et al, 1996). Primeiramente deve se estabelecer

o valor de cutt-off do teste pela formula:
Cutt-off= (ACPP - ACN) / (ACPT-ACN)

Onde, ACCP= Absorvancia do controle positivo padrdo (determinado pelo kit); ACN=
Absorvancia do controle negativo; ACP= Absorvancia do controle positivo do teste.

Os valores das amostras positivas (P) na analise do indice ELISA devem ser
maiores que o valor do cutt-off quando aplicados a formula:

P = (AA- ACN) / (ACPT — ACN), Onde AA = Absorvéncia da amostra.

4.2.3.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase
4.2.3.3.1. Extracdo do DNA

A extrag&do do DNA foi realizada diretamente das fezes com um kit comercial para
extracdo de DNA de amostras fecais®, seguindo as recomendacdes do fabricante com
pequenas modificacdes. As modificacdes incluiram 3 ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido (nitrogénio liquido durante 5 minutos x banho-
maria a 70°C durante 5 minutos) apos a adicdo do tampéao de lise contido no kit (ASL
Buffer). Para finalidades de comparacdo entre kits comerciais de extracdo de DNA das
fezes, duplicatas de 20 amostras foram extraidas diretamente das fezes com o outro kit
comercial'® para extragdo de DNA de fezes, também seguindo as recomendacdes do
fabricante. O DNA das amostras extraidas foi armazenado a —20°C até o uso nas analises

moleculares.

® Qiagen DNA Stool Mini kit (QIAGEN®)
10 kit E.Z.N.A Stool DNA Mini Prep Kit (OMEGA®)
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4.2.3.3.2. Deteccdo molecular de Giardia duodenalis

Para o diagnéstico de Giardia duodenalis, a regido do gene GDH (Glutamate
dehydrogenase) foi amplificada através de um protocolo baseado numa reacdo de semi-
nested PCR. Este semi-nested PCR € uma ferramenta altamente sensivel para a
deteccéo e amplificacdo do DNA de Giardia diretamente das fezes (Read et al, 2004). O
diagnéstico de Giardia duodenalis por PCR também foi obtido por um segundo protocolo
capaz de amplificar o gene SSUr-DNA do microorganismo, de acordo com uma
metodologia previamente descrita (Hopkins et al, 1997; Read et al, 2002; Macglade et al.,
2003; Becher et al., 2004).

4.2.3.3.2.1. Gene GDH

A deteccdo molecular de Giardia duodenalis foi realizada usando um protocolo
baseado numa reacdo de semi-nested PCR. Uma regido de 432 pares de base do gene
glutamate dehydrogenase (GDH) foi amplificada utilizando as condicGes descritas por
Read et al. (2004) com raras modificacdes. Foram utilizados os primers GDHeF (forward
primer; 5-TCA ACG TYA AYC GYG GYT TCC GT) e GDHiIF (reverse primer; 3'-CAG TAC
AAC TCY GCT CTC GG) na primeira reacdo de PCR. Para a segunda fase da reacao
(Semi-Nested) os primers usados foram novamente o GDHeF (forward primer; 5-TCA
ACG TYA AYC GYG GYT TCC GT) e o primer GDHIR (reverse primer; 3'-GTT RTC CTT
GCA CAT CTC C). Esses primers contem seqUéncias de bases que permitem a
amplificacdo dos isolados de Giardia duodenalis através de seus principais genoétipos (Al,
All, BIll, BIV, C, D, E).

4.2.3.3.2.2. Gene SSU-rDNA

A deteccdo molecular de Giardia duodenalis foi realizada usando um protocolo
baseado numa reacdo de Nested-PCR. Uma regido de aproximadamente 292 pares de
base do gene SSU r-DNA foi amplificada inicialmente utilizando as condi¢cdes descritas
por Hopkins et al. (1997) para uma reacao Unica de PCR. Com o produto obtido da reagéo
de PCR, foi realizada uma reacéo de Nested-PCR de acordo com o protocolo descrito por
Macglade et al. (2003) e Read et al. (2002).
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Foram utilizados inicialmente os primers RH 11 e RH 4 (Hopkins et al, 1997) na
primeira reacdo de PCR. Para a segunda fase da reacao (Nested) os primers usados
foram o GiarF (forward primer; 5-GAC GCT CTC CCC AAG GAC) e GiarR (reverse
primer; 3'-CTG CGT CAC GCT GCT CG) como descrito por Read et al. (2002), Macglade
et al. (2003) e Becher et al. (2004).

4.2.3.3.3. Amplificacdo do DNA de Giardia duodenalis: gene GDH

A amplificacdo por PCR foi realizada em um volume final de 25 microlitros
contendo 2.5 ul de 10X Biotools reaction buffer [75mM Tris-Hcl (pH 8.0), 50mM KCI, 20nM
(NHy) 2 SO4, 2.0 mM MgCl,], 250 uM de cada dNTP, 10 pmol/ul de cada Primer (1ul de
primer), 0.1 unidade de DNA polimerase (Biotools, Madri-Espanha) e 2.5 ul do DNA da
amostra.

Reacbes de amplificacdo foram realizadas em termociclador automatico'. As
condicdes de amplificacdo seguiram o seguinte protocolo: 1 ciclo de incubagéo inicial a
94°C por 5 minutos para desnaturacéo das fitas de DNA, seguidos de 55 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 56°C por 20 segundos, 72°C por 45 segundos e uma extenséo final de
7 minutos a 72°C. Foi adicionado 1ul do produto de PCR da reagdo primaria a reacéo
secundéria. Para a segunda fase da reacdo (semi-Nested PCR) o protocolo seguiu as

mesmas condicbes de temperaturas e tempos descritos acima para a reacédo de PCR.

4.2.3.3.4. Amplificacdo do DNA de Giardia duodenalis: gene SSU r-DNA

A amplificagdo por PCR foi realizada em um volume final de 25 microlitros
contendo 12.5 pl de 2X GoTag® Green Master Mix buffer [pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM
dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP , 3.0 mM MgCl;], 10 pmol/ul de cada Primer e 2.5 pl
do DNA da amostra. Como descrito acima, essa solucdo ja contem além da enzima
derivada da Taq DNA polimerase, o tampéao de reacdo, os DNTPS e MgCl.,.

As condicbes de amplificacdo seguiram o seguinte protocolo: 1 ciclo de incubacéo
inicial a 96°C por 2 minutos para desnaturacao das fitas de DNA, seguidos de 35 ciclos de
96°C por 20 segundos, 59°C por 20 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extensao
final de 7 minutos a 72°C. Foi adicionado 1ul do produto de PCR da reacdo primaria a

reacdo secundaria. Para a segunda fase da reacao (Nested PCR) o protocolo seguiu as

" Termociclador modelo Master cycler Gradiente®
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mesmas condi¢cdes de temperaturas e tempos descritos acima para a reacdo de PCR
(Hopkins et al, 1997; Read et al, 2002; Macglade et al, 2003; Becher et al, 2004).

4.2.3.3.5. Deteccao molecular de Cryptosporidium spp.

Para o diagndstico de Cryptosporidium spp. as amostras foram submetidas ao
isolamento e amplificacdo do DNA do parasita através da técnica de NESTD-PCR
desenvolvida para a deteccdo do gene 18S small Subunit (SSU) rRNA e para
diferenciacdo entre as espécies e genétipos de Cryptosporidium spp (Xiao et al., 1999a;
Xiao et al., 1999b; Xiao et al., 2001; Peng et al., 2003). O DNA foi isolado e amplificado
das amostras fecais através da metodologia baseada em um protocolo de Nested PCR
(Xiao et al., 1999a; Xiao et al.,, 1999b) e aprimorada por Xiao e colaboradores (2001).
Neste método, um produto de PCR de aproximadamente 1.325 pares de base foi
amplificado usando os primers 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3' (Forward) e 5'-
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3' (reverse) para a reacao inicial de PCR.

Para a segunda fase da reacdo (Nested) um produto de amplificacdo de
aproximadamente 826 a 864 pares de base (dependendo da espécie/gendtipo) foi
detectado pelos primers 5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3'(forward primer;) e
5'-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3' (reverse primer). Esses primers contem
sequéncias Unicas de bases que permitem a amplificacdo dos isolados de
Cryptosporidium spp. através de todas as espécies e é capaz de fazer a diferenciacéo dos
genotipos de Cryptosporidium parvum pelo uso posterior de enzimas de restricdo na
técnica de RFLP - polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restricdo (Xiao et al.,
1999a; Xiao et al., 1999b, Xiao et al., 2001, Peng et al., 2003)

4.2.3.3.6. Amplificacdo do DNA de Cryptosporidium spp.

A amplificacdo por PCR foi realizada em um volume final de 25 microlitros
contendo 2.5 ul de 10x Biotools reaction buffer [75mM Tris-Hcl (pH 8.0), 50mM KCI, 20nM
(NH,) 2 SO4 2.0 mM MgCl,], 250 uM de cada dNTP, 10pmol/ul de cada Primer, 0.625
unidade de Tag DNA polimerase e 2.5 ul do DNA da amostra (Xiao et al., 2001)

As condi¢cbes de amplificagdo no termociclador seguiram o seguinte protocolo: 1
ciclo de incubagédo inicial a 94°C por 3 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por

45 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e uma extensao final de 7
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minutos a 72°C Foi adicionado 1ul do produto de PCR da reagdo priméaria a reagdo
secundaria. Para a segunda fase da reacdo (Nested PCR) o protocolo seguiu as mesmas

condicdes de temperaturas e tempos descritos acima para a reacéo de PCR.

4.2.3.3.7. Amplificacdo do DNA de usando Go Taq® Green Master Mix

As reacBes de PCR também foram realizadas utilizando-se uma solucdo de
reagentes “pronta para uso” que ja contem em seu interior o tampao de reacdo, 0s
DNTPS, MgCl, e a enzima DNA Polimerase (GoTaq® Green Master Mix'?), bastando
apenas ao usuario acrescentar a reacdo os primers e o DNA da amostra. Neste caso, de
forma semelhante as descritas acima, foram usados os primers especificos de Giardia
duodenalis (gene GDH e SSU) e Cryptosporidium (gene SSU) para cada uma das
reacdes. Quando este reagente foi usado para preparar as reagdes de PCR, as condi¢cdes
da reacdo seguiram um volume final de 25 microlitros contendo 12.5 ul de 2X GoTag®
Green Master Mix buffer [pH 8.5, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM
dTTP 3.0 mM MgCl,], 10 pmol/ul de cada Primer (1ul de primer) e 2.0 ul do DNA da
amostra. As condi¢cdes de amplificacdo foram idénticas as descritas no protocolo de PCR

para cada um dos parasitas.

4.2.4. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos das reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese™ em gel de
agarose' 1.5% em TBE (EDTA -tris borico tamponado) e revelados com brometo de
etidio (0.5 mg/ml). Os fragmentos de DNA foram analisados comparativamente com
marcadores™ de DNA de 100 pares de base, sendo analisados e fotografados em

analisador de imagem®.

4.2.5. Purificacdo de produtos da PCR

Os produtos de PCR derivados de reacfes positivas para Giardia duodenalis e

Cryptosporidium spp foram purificados com a utilizacdo do kit Wizard® SV Gel and PCR

2 promega, Madison, WI-USA

13 Electrophoresis Power Supply model EPD 600—Amersham-Pharmacia Biotech®Inc.
4 sigma-Aldrich®co.

15 100 Base-pair Ladder—Amersham-Pharmacia Biotech®Inc.

16 Alphaimager - Alpha easyFC Software- Alphalnotech Corporation ®
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Clean-up System'’, de acordo com as recomendacdes do fabricante. O DNA purificado foi

armazenado a temperatura de -20°C até o uso.

4.2.6. Quantificacao de produtos purificados da PCR

ApOs a extracdo e a purificacdo do fragmento amplificado, o mesmo foi submetido
a quantificacdo. Para essa etapa, foi realizada uma corrida eletroforética em gel de
agarose a 1,5%, na qual além das amostras a serem quantificadas, aplicou-se um
marcador de massa molecular'®. A quantificacdo foi feita através da comparacdo visual
entre o fragmento amplificado e a banda do marcador molecular. Nesse marcador, cada
banda apresentava uma quantidade de DNA (nanograma) pré-determinada pelo

fabricante.

4.2.7. Caracterizacéo genética através da PCR-RFLP

4.2.7.1. PCR-RFLP para Giardia duodenalis

Seguindo o protocolo descrito por Read et al. (2004) é possivel distinguir entre os
principais gendtipos de Giardia duodenalis pela analise através de PCR-RFLP (reacéo de
cadeia da polimerase- polimorfismo no tamanho do fragmento de restricao) dos produtos
amplificados da reacdo secundaria do PCR. Os produtos do semi Nested PCR foram
clivados com a enzima de restricdo Nla IV (New England Biolabs) que possui sitio de corte
5 ...GGNYNCC...3' €3 ... CCN~NGG ...5".

A analise por RFLP foi realizada pela digestdo do produto do semi-Nested PCR
com 2U da enzima de restricdo em 1X tampao de restricdo (New England Biolabs), BSA
(contida no kit da enzima) e 4gua Milli-q autoclavada para ajustar a reacdo para um
volume final aproximado de 20ul por 3 horas a 37°C. A quantidade de DNA da amostra foi
ajustada de acordo com a quantificacdo. Em sua maior parte, foram seguidas as
condicdes descritas de acordo com a tabela 7.

A analise visual do perfil de padrdo de restricdo dos produtos amplificados da
Nested PCR clivados com a enzima NlalV seguiu o apresentado na figura 7 e tabela 11,

de acordo com Read e colaboradoes (2004).

' promega, Madison, WI, USA
18 | ow DNA massTM ladder (Invitrogen).
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Tabela 7 . Condigbes da reacdo de PCR-RFLP para Giardia duodenalis utilizando a enzima NlalV

Reagente Quantidade
1X NEBuffer 4 2ul
BSA 0,2ul

Enzima Nla IV 2ul
DNA da amostra 15l

Por esse perfil de bandas no gel de agarose, pode-se diferenciar os principais
gneotipos de Giardia duodenais. Os genotipos observados na figura 8 sao o Al, All, B, C,
D e E. A cliavagem do genoétipo B com a enzima de restricdo produz apenas digestao
parcial do produto, pelo qual ndo se consegue a diferenciacdo entre os gendtipos Blll e
BIV, entretanto qualquer resultado em que ambos aparecam o padrdo de bandas do gel é
diferente dos apresentados pelos demais gendtipos permitindo a diferenciacdo do
gendtipo B com os outros genatipos.

Fragmentos menores que 50 pares de base ndo podem ser facilmente percebidos
durante a andlise do gel e os gendtipos podem ser identificados sem a necessidade de
analisar essas bandas pequenas; por isso o perfil de diagndstico segue o apresentado na
guarta coluna da tabela 11 (niameros em negrito). Os fragmentos de restricdo foram
separados em gel de agarose 2% corados com brometo de etidio por eletroforese

horizontal, sendo analisados e fotografados em analisador de imagem™®.

4.2.7.2. PCR - RFLP para Cryptosporidium spp.

Seguindo o protocolo descrito por Xiao et al.(2001) é possivel distinguir entre as
principais espécies de Cryptosporidium spp. encontrados em animais e humanos e entre
0s genotipos de Cryptosporidium parvum pela analise através de PCR-RFLP (Reacédo de
Cadeia da Polimerase- Polimorfismo no Tamanho dos Fragmentos de Restricdo) dos
produtos amplificados da reacdo secundaria do PCR. Para a correta identificacdo por
PCR-RFLP da(s) espécies/gendtipos de Cryptosporidium presente(s) na amostra, 0s

produtos do Nested PCR foram clivados com a enzima de restricdo Sspl, Vspl® e Ddel.

19 Alphaimager - Alpha easyFC Software- Alphalnotech Corporation ®).
? Fermentas Life Sciences -USA
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4.2.7.2.1. Enzimas de restricdo Sspl, Vspl e Ddel

A analise por RFLP foi realizada pela digestdo do produto do Nested PCR com as
enzimas de restricdo, ajustando as quantidades de cada reagente na solucéo (tabela 8),

de acordo condi¢Bes descritas abaixo:

1. Pela digestdo de 8ul do produto do Nested PCR com 2U da enzima de restricdo em
1X tampdo de restricdo e agua Milli-g autoclavada para ajustar a reacao para um
volume final de 30ul, overnigth a 37°C para amostras que apresentavam bandas
fracas durante a visualizagcdo no gel de agarose (pouca quantidade de DNA na
amostra).

2. Pela digestédo de 5 pul do produto do semi-Nested PCR com 2U da enzima de restricao
em 1X tampao de restricdo (New England Biolabs) e agua Milli-q autoclavada para
ajustar a reacao para um volume final de 30ul, overnigth a 37°C para amostras que
apresentavam bandas fortes durante a visualizagdo no gel de agarose (grande

qguantidade de DNA na amostra).

Tabela 8 . Condigbes da reacdo de PCR-RFLP para Cryptosporidium utilizando as enzimas Sspl e

Vspl.
Reagente Quantidade 1> Quantidade 2°
Buffer 2ul 2ul
Agua 22l 19ul
Enzima 1y 1l
DNA da amostra  5pl 8ul
Total 30ul 30pl

a
Amostras que apresentavam concetracdo alta de DNA na quantificacdo.

Amostras que apresentavam concetracao baixa de DNA na quantifica¢éo .

Uma vez que as espécies Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium muris
apresentam padrées de restricdo idénticos com as enzimas Sspl e Vspl, elas foram
diferenciadas com a enzima de restricdo Ddel”* de acordo com as recomendacées

especificadas pelo fabricante com pequenas modificagdes.

2! Fermentas Life Sciences -USA
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As condicdes de reacdo estdo descritas abaixo na tabela 9. A andlise visual dos
produtos da Nested-PCR clivados com as enzimas de restricdo Sspl, Vspl e Ddel foi

seguida como desmonstrado na tabela 12 e figura 8 (A e B).

Tabela 9. Condi¢Bes da reacdo de PCR-RFLP para Cryptosporidium utilizando a enzima Ddel.

Reagente Quantidade
Buffer 2ul

Agua 20ul

Enzima 1l

DNA da amostra  5pl

Total 28yl

Devido a mudancas na nomenclatura de determinadas espécies/gendtipos, na
tabela 12 os nomes com asteristicos estdo adaptados e sdo de espécies de
Cryptosporidium ou genétipos de C. parvum que foram atualmente reconhecidas como
espécies/gendtipos separados (Santin et al., 2004, Fayer et al., 2006; Plutzer & Karanis,
2007).

4.2.7.2.2. Enzima de restricdo Mobll

De acordo com Feng et al. (2007), as espécies/gendtipos Cryptosporidium parvum,
Cryptosporidium bovis e Cryptosporidium genotipo deer-like possuem os mesmo sitios de
restricdo pela analise de RFLP com a enzimas Sspl, Vspl ndo podendo dessa forma ser
diferenciadas entre si com a utilizagéo dessas enzimas (tabela x, figura X).

Dessa forma, elas foram diferenciadas com a enzima de restricdo Mobll de acordo
com as recomendac0des especificadas pelo fabricante. As enzimas de restricdo Sspl, Vspl,

Ddel e Mobll possuem sitio de corte como desmonstrado abaixo na tabela 10.

Tabela 10. Sitios de restricdo das enzimas Sspl, Vspl, Ddel e Mobll

Enzima Sitio de corte 5’ — 3’ Sitio de corte 3' = 5’
Vspl ATV TAAT... ...TAAT~TA...
Sspl LWAAT Y ATT.L . TTA*TAA..
Ddel ..CYTNAG... ...GANT~C...

Mobll ..GAAGANY ... ..CTTCT N=~ ...
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Os fragmentos de restricdo foram separados em gel de agarose 2% corados com
brometo de etidio por eletroforese horizontal, sendo analisados e fotografados em

analisador de imagem?®.

22 Alphaimager - Alpha easyFC Software- Alphalnotech Corporation ®
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Tabela 11. Tamanho dos fragmentos de restricdo (em pares de base) e perfil genotipico de
diagnostico (em pares de base) de produtos amplificados da SemiNested-PCR digeridos com a
enzima Nla IV (Original de Read et al.,2004).

Genétipo N° de sitios de Tamanho dos Padréo de
restricao fragmentos Diagnéstico
A-—I| 5 16,18,39,87,123,149 90, 120, 150
A-ll 6 18,16,39,72,77,87,123 70, 80, 90, 120
B -1 2 18,123,291 120, 290
B-IV 2 18,123,291 120, 290
C 4 19,31,72,123,187 70, 120, 190
D 3 18,39,126,249 120, 250
E 4 16,18,72,106,218 80, 100, 220

Figura 7. Gel de agarose corado com brometo de etidio 2% demonstando o DNA de Giardia
duodenalis amplificado a partir do gene GDH de cada um dos genétipos Al, All, B, C, D e E,

digeridos com a enzima de restricdo Nla IV (Foto orignal de Read et al., 2004)

| 2 3 -+ 5 8] 7 ta
A
300bp
200bp
1 00bp
Al All B C D E

Linhas 1 e 8: Marcador de peso molecular de 100 bp; Linha 2: Genétipo Al, Linha 3: Genétipo All;

AHbp
J00bp

20 bp

1 (Kibp

Linha 4: Gen6tipo B; Linha 5: Genétipo C; Linha 6: Genétipo D; Linha 7: Gen6tipo E.



Tabela 12. Andlise de PCR-RFLP (em pares de base) no gene SSU rRNA de varias espécies e
genotipos de Cryptosporiodium spp. (adaptado de Xiao et al., 1999; Xiao et al., 1999; Xiao et al.,
2001). Os nomes com asteristico referem-se a Cryptosporidium parvum genétipo Humano (C.

Hominis*) e Cryptosporidium parvum genétipo dog (C. Canis**), do original do trabalho de Xiao et
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al. (2001).

Espécie Hospedeiro Sspl Vspl

C. parvum bovino A Bovinos 11, 12, 108, 254, 449 102, 104/ 628

C. parvum bovino B Bovinos 9, 119, 254, 449 102, 104, 625

C. hominis* Humanos 11,12, 111, 254, 449 70,102, 104, 561

C. parvum monkey Macacos 11, 109, 254, 461 70, 102, 104, 559

C parvum mouse Ratos 11, 12, 112, 254, 449 102, 104, 175, 457

C. parvum ferret Ferret 11, 12, 111, 254, 449 102, 104, 174, 457
. meleagridis Peru 11, 108, 254, 449 102, 104, 171, 456

. wrairi

. andersoni /C. muris

. baileyi

C

C

C

C. serpentis
C

C. felis

C

. canis**

Porquinho da india
Bovino

Serpents

Galinha

Gato

Céo

11, 109, 254, 449
385, 448

14, 33, 370, 414
254, 572

15. 33, 390, 426

20, 33, 105, 254, 417

102, 104, 628
102, 731

102, 729

102, 104, 620
102, 104, 182, 476
94,102,633

Sspl

¢ 3 bandas visiveis :

C. parvum (Cattle, human, monkey, mouse, ferret) C. meleagridis e C. wrairri

e 2 bandas visiveis:

C.andersoni / C. muris, C. felis, C. serpertis, C. baileyi

Tabela 13. Analise de PCR-RFLP (em pares de base) no gene SSU rRNA para diferenciagao
entre C.andersoni e C. muris através da enzima Ddel (Xiao et al., 1999; Xiao et al., 1999; Xiao et

al., 2001).

Espécie hospedeiro  Ddel

C. andersoni  bovinos 156, 186, 470

C. muris camundongo 156, 186, ,224, 247
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Figura 8. Analise de PCR-RFLP no gene SSU rRNA de varias espécies e genotipos de

Cryptosporiodium spp. através das enzimas Vspl, Sspl e Ddel, adaptado de Xiao et al. (2001).

A - Diferenciacdo de Cryptosporidium spp.pela digestdo dos produtos da PCR com a enzima Sspl

(gel 1) e Vspl (gel 2).

M 1 2 3 4 5 6 7 M
=

Gel 1 ol A
—
Gel 2 —

Linha M: Marcador de peso molecular de 100pb ; Linha 1: Crytosporidium parvum genoétipo humano (C.

Linha 2: Crytosporidium parvum genétipo bovino; Linha 3 e 4 C. parvum genétipo humano (C.
Linha 6: Crytosporidium muris;

hominis);
hominis) e C. parvum gendtipo bovino; Linha 5: Crytosporidium andersoni;

Linha 7: Crytosporidium parvum gendtipo bovino e Crytosporidium andesoni

B - Diferenciacdo de Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium muris pela digestdo dos

produtos secundarios com a enzima Ddel.

Linha M: Marcador de peso molecular de 100pb;
Linha 1,2,3,4,7 e 8: Crytosporidium andersoni;

Linha 5: Crytosporidium muris
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Figura 9. Similaridade no padrédo de restricdo provocada pela acdo da enzima Sspl sobre os
produtos de PCR amplificados do gene SSUr-RNA entre Cryptosporidium parvum, C. bovis e C.
genotipo deer-like em amostra de bovinos domésticos e de um bovino selvagem (Bos grunniens).
Adaptado do original de Feng et al. (2007).

Linha 1 e 7: marcador de peso molecular de 100 pb; Linha 2: Cryptosporidium genétipo deer-like; Linha 3: C. bovis;

Linha 4: Cryptosporidium em um bovino selvagem; Linha 5: controle negativo; Linha 6: C. parvum (controle positivo).

As bandas duplas mas baixas na linha 6, do controle positivo de C. parvum séo devido a presenga de ambas copias
A e B do gene SSU rRNA nos produtos de PCR (Feng et al., 2007).

Tabela 14. Diferenciacdo entre Cryptosporidium parvum (genétipo bovino), C. bovis, C. andersoni
e Cryptosporidium genotipo deer-like pela analise de RFLP com a enzimas Sspl, Vspl e Mboll.
Adaptado de Feng et al. (2007).

Cryptosporidium Produto* Sspl * Vspl * Mboll *

C. parvum 847 449, 267,108, 122, 112 628,115,104 771,76

C. bovis 835 432, 267, 103, 332 616, 115,104 412, 185%, 162, 76
C. genotipo deer-like 835 432, 267, 103, 332 616, 115, 104 574, 1852, 76

C. andersoni 845 448, 397 730, 115 769, 76

a

N&o séo visiveis no gel de agarose; *em pares de bases
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4.2.8. Sequenciamento do gene SSU r-RNA de Cryptosporidium spp.

Apéds amplificacao, purificacdo e quantificacédo, os produtos da Nested-PCR foram
sequenciados bidirecionalmente (primer sense e anti-sense da reacdo de Nested) em
sequenciador automatico. Os eletroferogramas obtidos foram avaliados individualmente
guanto a qualidade do sequenciamento, intensidade do sinal obtido e presenca de leituras
inadequadas ou errbneas de nucleotideos. As seqiiéncias de cada uma das amostras
foram alinhadas utilizando-se o algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994) e seqliéncias
consensuais foram alinhadas e comparadas as sequecencias obtidas, as quais foram

alinhadas e comparadas as disponiveis no GenBank utilizando-se a ferramenta Blast®.

4.2.9. Controle da extracdo do DNA das amostras fecais

Todas as amostras negativas para Giardia duodenalis ou Cryptosporidium spp. na
PCR foram submetidas a um controle interno de qualidade para validagcéo da extracdo do
DNA com o objetivo de verificar se as amostras eram realmente negativas ou houve falha

na extracao.

4.2.9.1. Nested-PCR para amplificacdo do DNA mitrocondrial bovino e ovino

Para a amplificacdo do DNA constitutivo (mitocondrial) de células bovinas e
ovinas, uma reagdo de PCR foi seguida segundo descrito por Martellini et al. (2005).

Para amostras fecais bovinas, a amplificacéo por PCR foi realizada em um volume
final de 25 microlitros contendo 1x Biotools reaction buffer [75mM Tris-Hcl (pH 8.0), 50mM
KCI, 20nM (NH,) , SO4, 2.0 mM MgCl;], 200 uM de cada dNTP, 10pmol/ul do Primer sense
Bomito1l-G (5-ACATACCCTTGATTGGACTAGCAT-3") e anti-sense Bomitol-D (5’
ATCACTACCCCTCAAACGCCTTCAAG-3"), 0.625 unidade de DNA polimerase e 5.0 ul do
DNA da amostra. Para a segunda fase da reacdo (Nested) um produto de amplificacédo do
gene Nadlt5 detectado pelos primers Bomito11-G 5'-
GATTGGACTAGCATTAGCTGCAACC-3' (sense) e Bomitol1-D 5'-
CTTGAAGGCGTTTGAGGGGTAGTGAT-3' (anti-sense).

Para amostras fecais ovinas, as mesmas condicdes de amplificacdo foram

seguidas exceto pelo uso dos primers Ovmitol-G (5"

2 yersao 2.0 (Basic Local Alignment Search Tool).
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GACAACCCCGATTTCCAACCCTCAT-3) e Ovmitol-D (5-
CACGATCCTCATTAGTACAACCTTAC-3) na primeira fase da reacdo e primers
Ovmito11-G (5'-CAATGAAAATAACCCGTTCCTAAT-3") e Ovmito11-D (5-
GTAAGGTTGTACTAATGAGGATCGTG-3") na segunda fase da reacéo.

As condi¢cbes de amplificagdo no termociclador seguiram o seguinte protocolo: 1
ciclo de incubacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 94°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e uma extenséo final de 5 minutos a 72°C.

Foi adicionado 1ul do produto de PCR da reagdo primaria a reagao secundaria.

4.2.10.Comparacéao dos resultados

Para essa parte do estudo de comparacdo entre técnicas de diagnéstico, 200
amostras fecais de bovinos foram testadas através da técnica de microscopia Optica
(Centrifugo-flutuacao modificada em sulfato de zinco-CFMSZ), Técnica imunoenzimatica
de captura de coproantigeno (Kit ELISA) e pela técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). A PCR, recentemente considerada de alta sensibilidade analitica e
diagnéstica para a identificacdo de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em
amostras fecais, foi tomada como teste de referéncia (Macglade et al, 2003; Xiao et al.,
2001).

4.2.11.Validacédo das andlises

S6 foram consideradas amostras positivas para Giardia duodenalis e/ou

Cryptosporidium spp. aquelas em que:

= Foram observados cistos e/ou trofozoitos de Giardia duodenalis na técnica de CFMSZ

= Foram observados oocistos de Cryptosporidium spp. na técnica de CFCM

= No ELISA, concordaram os indices de absorvancia, indice ELISA e coloracao dos pocos
da placa

= Na PCR para Giardia duodenalis apresentaram positividade nos 2 genes (GDH e SSU r-
RNA).

= Na PCR para Cryptosporidium spp. apresentaram bandas entre 840 a 860 pb (Xiao et al,
2001)
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Todos os procedimentos foram submetidos a controles internos e externos de
gualidade, com a presenca de controles positivos e negativos previamente caracterizados
em cada andlise.

Um controle positivo de Cryptosporidium parvum previamente estabelecido em
outros estudos foi cedido gentilmente pelo prof. Ass. Dr. Marcelo Vasconcelos Meireles,
Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo animal — FOA - Unesp, campus de
Aracatuba- Sdo Paulo. Amostras fecais de cées que continham grande quantidade de
cistos de Giardia duodenalis foram devidamente extraidas com o kit de extracdo da
QIAgen e foram usadas como controle positivo.

Para fins de validacdo das analises moleculares, nas amostras negativas (n=30)
na PCR para Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp foi realizado a “Spike probe”, que
consiste em adicionar a uma fracdo de cada amostra negativa, uma quantidade de DNA
purificado do parasita ou adicionar uma aliquota de uma outra amostra sabiamente
positiva, de forma que para a reacdo de PCR realizada com essa amostra “adicionada”
espera-se encontrar o padrdo especifico de bandas positivas no gel de agarose (Verweij
et al., 2003).

4.2.12. Andlise Estatistica

O teste exato de Fisher's foi utilizado para determinar a associacdo entre as
técnicas de diagnostico. O mesmo foi realizado usando o software GraphPad InStat®*. A

probabilidade de significAncia minima foi estabelecida em 5%

4.2.12.1. Co-positividade e co-negatividade

Deve-se lembrar que a co-positividade (CP) e a co-negatividade (CN) substituem
os valores de sensibilidade diagnéstica e especificidade diagnostica quando sdo testadas
amostras biolégicas coletadas de uma populacdo, sendo empregados na auséncia de
inoculacdo experimental de um determinado agente e auséncia de um teste padrdo-ouro
para o diagnéstico da enfermidade em questéo, de acordo com tabela 14, onde:

CP=VP/VP+FN
CN=VN/VN+FP

24 yersion 3.06 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).



Tabela 15. indices de co-positividade e co-negatividade.

Teste A Teste B

Positivo Negativo
Positivo VP FP
Negativo FN VN

VP= verdadeiro positivo; FP= falso positivo; FN= falso negativo; VN= verdadeiro negativo

48
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5. RESULTADOS

A ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em dez propriedades
de bovinos leiteiros foi de 8 % e 14%, respectivamente. A ocorréncia de Giardia
duodenalis e Cryptosporidium spp. em ovinos na propriedade de Tupi Paulista foi de
34% e 25%, respectivamente.

5.1. Anadlise das 10 propriedades de bovinos da regido de Botucatu e Itatinga-SP.
5.1.1. Ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. nas propriedades

Giardia duodenalis foi identificada em oito das dez propriedades visitadas (80%),
enquanto que Cryptosporidium spp. foi diagnosticado em nove propriedades (90%). As
caracteristicas e a distribuicdo da ocorréncia desses dois patdégenos em cada propriedade

esta demonstrada na Tabela 15.
5.1.2. Ocorréncia de Giardia duodenalis — Andlise dos animais

No estudo da ocorréncia de Giardia duodenalis nos animais, das 200 amostras
fecais analisadas, 6 (3%) foram positivas na microscopia Optica e 16 (8%) na PCR.
Analisando em conjunto todos os animais do experimento (figura 9), a ocorréncia de
Giardia em bezerros foi de 7,5% (15/200), significantemente maior do que a presenca em
animais adultos 0,5 % (1/200).

Figura 10. Analise percentual da distribuicdo do nimero de amostras positivas para Giardia

duodenalis de acordo com a categoria animal (bezerros e adultos). Total de 200 amostras’

7.5% 0.5%

\

m Bezerros parasitados
92% para;
M Adultos parasitados

B Amostras Negativas
A ocorréncia de Giardia duodenalis especificamente em bezerros foi de 15%
(15/100). Em bovinos adultos, Giardia duodenalis foi identificada em 1% (1/100) dos

animais (figura 10).
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Figura 11. Ocorréncia de Giardia duodenalis em bezerros (A) e animais adultos (B). Total de 100

amostras em cada categoria animal.
15%
1%0 99%0

M Positivos B Negativos BPositivos  BNegativos

Os valores de ocorréncia para Giardia duodenalis variaram de 0 a 20% entre as
propriedades (tabela 16). O maior nimero de animais infectados por Giardia duodenalis

em uma propriedade foi de 4 animais (propriedade B).

Tabela 17. Ocorréncia de G. duodenalis em amostras fecais coletadas de dez propriedades (A -J)

de bovinos leiteiros na regido do municipio de Botucatu e Itatinga, Sao Paulo.

Propriedade N°de amostras N° de positivos % de animais infectados M.0* PCR"

A 20 1 5 0 1
B 20 4 20 1 4
C 20 3 15 1 3
D 20 0 0 0
E 20 0 0 0
F 20 2 10 2 2
G 20 1 5 1 1
H 20 2 10 0 2
| 20 2 10 1 2
J 20 1 5 0 1
Total 200 16 8 6 16

 Microscopia optica; ° Reacgdo em Cadeia da Polimerase

5.1.3. Ocorrénciade Cryptosporidium spp — Analise dos animais

No estudo da ocorréncia de Cryptosporidium spp nos animais, das 200 amostras
fecais analisadas, 17 (8,5%) foram positivas na microscopia Optica e 28 (14%) na PCR.

Analisando em conjunto todos os animais do experimento (figura 11), a ocorréncia
de Cryptosporidium em bezerros foi de 14%(26/200), significativamente maior do que a

presenca em animais adultos 1 % (2/200).
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Figura 12. Analise percentual da distribuicio do numero de amostras positivas para

Cryptosporidium spp. de acordo com a categoria animal (bezerros e adultos). Total de 200

amostras.
14% 1%
_>
" Bezerros parasitados
85%

M Adultos parasitados
B Amostras Negativas

A ocorréncia de Cryptosporidium spp. especificamente em bezerros foi de 26%
(26/100). Em bovinos adultos, Cryptosporidium spp. foi identificado em 2% (2/100) dos

animais (figura 13).

Figura 13. Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em bezerros (A) e animais adultos (B). Total de

100 amostras em cada categoria animal.

2%

26%

98%

74%

M Positivos B Negativos M Positivos M Negativos

Os valores de ocorréncia para Cryptosporidium spp. variaram de 0 a 45%. O
maior nimero de animais infectados por Cryptosporidium spp. em uma propriedade foi de

9 animais (propriedade E), demonstrado na tabela 17.

5.1.4. Comparacéo das técnicas de diagndstico — Giardia duodenalis

5.1.4.1. CFMSZ versus Semi-Nested PCR amplificando o gene GDH

Das 200 amostras testadas por ambos os métodos, 10 amostras tiveram
resultados discordantes. A técnica de CFMSZ ndo foi capaz de detectar 10 amostras que
foram positivas na PCR (tabela 18), dessa forma elas foram consideradas “falso-
negativas”. A concordancia entre os testes foi de 95% (N° de amostras positivas

identificadas nos dois testes somadas ao N° de amostras negativas em ambos, divididas
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pelo N- total de amostras). A co-positividade da CFMSF foi de 37,5% e a co-negatividade
de 100% (intervalo de confianca de 95%).

Tabela 18. Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em amostras fecais coletadas de dez propriedades

(A-J) de bovinos leiteiros na regido do municipio de Botucatu e Itatinga, Sao Paulo.

Propriedade N° de amostras N° de positivos % de animais infectados M.O? PCR"

A 20 1 5 0 1
B 20 2 10 0 2
C 20 4 20 2 4
D 20 1 5 0 1
E 20 9 45 9 9
F 20 1 1 1
G 20 1 0 1
H 20 2 10 1 2
| 20 7 35 4 7
J 20 0 0 0 0
Total 200 28 14 17 28

2 Microscopia 6ptica; ° Reacdo em Cadeia da Polimerase

Tabela 19. Resultados comparativos do teste de centrifugo flutuagdo-modificada em sulfato de
zinco (CFMSZ) com o teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no diagndstico de

Giardia duodenalis.

CFMSz PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 6 0 6
Negativo 10 184 194
Total 16 184 200

P<0,001, considerado extramamente significante

5.1.4.2. CFMSZ versus ELISA - coproantigeno de captura

Das 200 amostras testadas por ambos os métodos, cinco amostras foram positivas
pelas duas técnicas e duas amostras tiveram resultados discordantes; sendo que uma
amostra foi positiva pela CFSZ e negativa no ELISA e a outra amostra negativa no CFSZ
e positiva no ELISA. Para as duas amostras discordantes, a confirmacao foi suportada
pela analise na técnica da PCR (tabela 19). Duas amostras foram consideradas falso
positivas pela técnica de ELISA, de acordo com os resultados da absorvancia e indice
ELISA.
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Tabela 20. Resultados comparados do teste de centrifugo-flutuagdo modificada em sulfato de
zinco (CFMSZ) com o teste ELISA de pesquisa de coproantigenos de Giardia duodenalis em

amostras fecais.

CFMSz ELISA Total
Positivo Negativo
Positivo 5 1 6
Negativo 1 193 194
Total 6 194 200

P<0,001, considerado extramamente significante

A concordancia entre os testes foi de 99%. A co-positividade da CFMSF foi de
83,3% e a co-negatividade de 99,4%.

5.1.4.3. ELISA versus Semi-Nested PCR amplificando o gene GDH

Das 200 amostras testadas por ambos os meétodos, 6 amostras foram positivas
pelas duas técnicas e 10 amostras tiveram resultados discordantes (tabela 20). Duas
amostras foram consideradas falso-positivas pela técnica de ELISA, de acordo com os

resultados da absorvancia, colorimetria e indice Elisa.

Tabela 21. Resultados comparados do teste ELISA de pesquisa de coproantigenos de Giardia
duodenalis em amostras fecais com o teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no

diagnostico de Giardia duodenalis.

ELISA PCR Total
Positivo Negativo
Positivo 6 0 6
Negativo 10 184 194
Total 16 184 200

P<0,001, considerado extramamente significante

A concordancia entre os testes foi de 95%. A co-positividade do teste ELISA foi de
37,5% e a co-negatividade de 100%.

5.1.5. Resultados agregados obtidos pelos trés testes

Das 200 amostras analisadas pelas trés técnicas de diagnostico, 16 foram

positivas pela PCR, 6 amostras na CFMSZ e 6 na técnica de ELISA. Apenas 6 amostras
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foram positivas pelas 3 técnicas. A técnica de CFSZ detectou uma amostra que foi
negativa pelo teste ELISA e de semelhante forma o teste ELISA foi capaz de identificar 1
amostra positiva que foi negativa na CFSZ. Nenhuma amostra positiva na CFSZ e ELISA
foi negativa na PCR (tabela 21).

Tabela 22. Resultados comparados do teste de centrifugo flutuagdo modificada em sulfato de
zinco (CFMSZ), teste enzimatico de pesquisa de coproantigenos em amostras fecais (ELISA)

e teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no diagnéstico de Giardia duodenalis.

Resultado CFMSZ ELISA PCR
Positivo 6 6 16
Negativo 194 194 184

5.1.6. Comparacdao das técnicas de diagndéstico — Cryptosporidium spp.

Das 200 amostras testadas por ambos os métodos, 11 amostras tiveram
resultados discordantes. A técnica de CFCM nao foi capaz de detectar 11 amostras que
foram positivas na PCR, dessa forma elas foram consideradas “falso-negativas” (tabela
22). A concordancia entre os testes foi de 94,5%. A co-positividade da CFCM foi de 60,7%
e a co-negatividade de 100%.

Tabela 23. Resultados comparados do teste de coloracdo por fucsina Carbdlica modificada
(CFCM) com o teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no diagnéstico de

Cryptosporidium spp.

PCR
CFCM Total
Positivo Negativo
Positivo 17 0 17
Negativo 11 172 183
Total 28 172 200

P<0,001, considerado extramamente significante

5.1.6.1. Resultados agregados obtidos pelos trés testes

Das 200 amostras analisadas, 28 foram positivas pela PCR, 17 amostras na
CFMSZ e apenas uma pela técnica de ELISA (tabela 23).
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5.1.7. Presencade diarréia nos animais

Dos 200 animais testados, 18 possuiam fezes consideradas diarréicas no
momento da coleta, dessas amostras, apenas uma foi originada de bovino adulto e as

restantes de bezerros.

Tabela 24. Resultados comparados do teste de coloracdo por fucsina Carbdlica modificada
(CFCM), teste enzimético de pesquisa de coproantigenos em amostras fecais (ELISA) e teste

da Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no diagnéstico de Cryptosporidium spp.

Resultado CFCM ELISA PCR
Positivo 17 1 28
Negativo 183 199* 172

*85% da amostras positivas eram da espéecie Cryptosporidium andersoni

5.1.8. Associacdo com diarréia

Do total de 100 amostras de bezerros, Giardia duodenalis foi observada em 14,4%
(12/83) daquelas que possuiam consistencia hormal e em 17,6% das diarréicas (3/17).
Enquanto que Cryptosporidium spp. foi observado em 28,9% (24/83) dos animais nao
diarréicos e em 23,5% (4/17) dos diarréicos (tabela 24). Nos bovinos adultos os
protozodrios foram observados apenas em amostras de consisténcia normal. G.
duodenalis esteve presente em uma amostras fecal n&o diarréica e Cryptosporidium spp.
em duas. A Unica amostra diarréica de bovino adulto ndo estava parasitada por Giardia

duodenalis e/ou Cryptosporidium spp.

Tabela 25. Estratificacdo da consisténcia fecal das amostras de bezerros e a presenca ou

auséncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp.

Consisténcia da amostra Negativas + Giardia + Cryptosporidium
Normal 83 13 24

Diarréica 17 3 4

Total 100 15 28

5.1.9. Co-infeccdo por Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. nos bovinos

Apenas trés amostras de bezerros estavam parasitadas pelos dois
enteroprotozoarios (Bezerros n°14, n°77 e n°84), sendo que apenas um desses animais

apresentava diarréia (bezerro n°14).
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5.1.10.Ocorréncia de acordo com a idade

A idade dos bezerros inclusos no experimento variou de 15 a 180 dias. A maior
ocorréncia de Giardia duodenalis foi observada em animais com média de idade de 90 a
120 dias. Para Cryptosporidium spp. a maior ocorréncia de animais positivos foi
observada em bezerros de 90 a 180 dias (figura 13).

Figura 14. Ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. de acordo com a faixa etéaria

dos animais.
9
8 4
7 |
6 |
3 5
3 M Giardia duodenalis
Fi
g 4] M Cryptosporidium spp
o
®©
E 34
c
[
S
= 27
l |
0 - *|dade (em dias)

0-30 31-60 61-90 91-120 121-  151- > 180
(6) (15)  (27) (22) 150 180 (5) (100)
(25)

* O nimero em parénteses no eixo X das categorias indica a quantidade de animais em cada categoria.

A presenca de cistos de Giardia duodenalis e oocistos de Cryptosporidium spp.,
bem como os resultados da técnica PCR para ambos, estdo demonstrados nas figuras 14,
15, 16, 17, 18 e 19.

5.1.11. Caracterizacdo molecular de Giardia duodenalis através da PCR-RFLP

A clivagem com a enzima NlalV nas 16 amostras que tiveram produtos
amplificados da Semi-Nested PCR apresentaram-se em conformidade aos descrito por
Read et al. (2004). O gendtipo E (ndo zoonético) foi observado em 14 amostras (tabela

25, figura 20), enquanto que o genotipo Al (zoon6tico) em 1 amostra e B em outra.
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Figura 15. Aspectos microscopicos de cistos de Giardia duodenalis observados ap6s o uso da
técnica de centrifugo-flutuacdo modificada em sulfato de zinco. As setas pretas indicam os cistos

de Giardia, enquanto que a seta vermelha indica um ovo do tipo Strongilydeo. Bezerro, aumento de
400x.

Figura 16. Andlise de PCR baseado na amplificacdo do gene GDH para Giardia duodenalis. Gel
de agarose 1.5% corado com brometo de etidio. Amostras de bovinos.

400 pb —+—

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base

Linhas 1, 2, 3, 4 : Amostras positivas de Giardia duodenalis isoladas de bovinos
Linha 5: Controle positivo

Linha 6: Controle negativo da reacdo de PCR

Linha 7: Controle negativo da reacdo de NESTED-PCR
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Figura 17. Andlise de PCR baseado na amplificacdo do gene SSU-rDNA para Giardia duodenalis,
segundo Hopkins et al. (1997). Reacdo de PCR. Gel de agarose 1.5% corado com brometo de

etidio.

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base
Linhas 1, 2, 3, 4: Amostras positivas de Giardia duodenalis
Linha 5: Controle negativo

Linha 6: Controle positivo

Figura 18. Anélise de PCR baseado na amplificacdo do gene SSU-rDNA para Giardia duodenalis.
Reacdo de Nested- PCR (Read et al., 2002; Macglade et al., 2003, Becher et al., 2004). Gel de

agarose 1.5% corado com brometo de etidio.

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base,

Linhas 1 até 14 : amostras positivas de Giardia duodenalis
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Figura 19. Aspectos microscopicos de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apés o uso
da técnica de coloracdo com fucsina-carbdlica modificada. Os oocistos séo visualizados como
corpos redondos corados de vermelho (setas pretas) em contraste com um fundo azul. Bezerro,

aumento de 1000x.

Figura 20. Andlise de PCR baseado na amplificacdo do gene 18S small Subunit (SSU) rRNA para
Cryptosporidium spp. Gel de agarose 1.5% corado com brometo de etidio. Amostras de bovinos.

800 pb

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base
Linhas 1, 2, 3, 4, 5 : Amostras positivas de Cryptosporidium spp.
Linha 6: Controle positivo

Linha 7: Controle negativo
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Figura 21. Andlise de PCR-RFLP com a utilizagdo da enzima NlalV para amostras positivas de
Giardia duodenalis amplificadas no gene GDH (Read et al., 2004). Gel de agarose 2% corado com

brometo de etidio.

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base; Linhas 1, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13 : Amostras
positiva de Giardia duodenalis — genétipo E; Linha 2 : Amostra positiva de Giardia duodenalis — genétipo Al; Linha 7 :
Amostra positiva de Giardia duodenalis — genotipo B (digestao parcial da amostra); Linha 14 : Amostras positiva de

Giardia duodenalis — DNA ndo submetido a clivagem com NlalV .

Tabela 26. Genétipos de Giardia duodenalis encontrados nos bovinos.

Animal ID Idade Diarréia Propriedade PCR Genétipo

Gene Gene 16S-

GDH rRNA
Ba 2 Adulto Nao A + + E
Bz 12 3 meses Nao B + + E
Bz 13 3 meses Sim B + + E
Bz 14* 4 meses Sim B + + Al
Bz 20 60 dias Nao B + + E
Bz 21 3 meses Nao C + + E
Bz 26 3 meses N&ao C + + E
Bz 29 3 meses Nao C + + E
Bz 53 3 meses Sim F + + E
Bz 54 3 meses Nao F + + E
Bz 61 15 dias Nao G + + E
Bz 76 4 meses Nao H + + E
Bz 77* 5 meses Nao H + + E
Bz 84* 50 dias Nao | + + E
Bz 87 5 meses Nao | + + B
Bz 91 60 dias Nao J + + E

*Animais parasitados também por Cryptosporidium spp.
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5.1.12. Caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp. em através da PCR-RFLP

Do total de 28 amostras positivas, 23 apresentaram fragmentos de restricao
gerados pela digestdo com a enzima Sspl com duas bandas visiveis de aproximadamente
385 e 448 pares de base (pb) na eletroforese em gel de agarose. As outras 5 amostras
possuiam trés bandas visiveis de aproximadamente 108, 254 e 449 pares de base (tabela
26).

A digestdo com a enzima Vspl produziu duas bandas visiveis de aproximadamente
102, 731pb para as primeiras 23 que geraram duas bandas visiveis na primeira clivagem,
enguanto que as 5 restantes produziram duas bandas visiveis de aproximadamente 104 e
625 pb (compativeis com Cryptosporidium parvum, C. bovis e C. genotipo deer-like, que
nao podem ser diferenciadas entre si)

Para as 23 amostras, o0 resultado das analises dos fragmentos de restricdo
produzidos pela enzima Sspl séo similares para as espécies C. andersoni, C. muris e C.
felis. As analises da enzima Vspl produziram duas bandas visiveis de 102 e 731 pares de
base, excluindo a possibilidade da espécie C. felis e impossibilitando a diferenciacéo entre
C. andersoni e C. muris (Xiao et al.,1999; Xiao et al., 2001). Cryptosporidium andersoni e
C. muris foram diferenciados pela digestdo dos produtos secundéarios da PCR com a
enzima Ddel.

Os produtos secundarios originados desta etapa resultaram em bandas de 156,
186 e 470 bp visiveis no gel de agarose para todas as amostras, resultado esse

caracteristico do perfil apresentado por C. andersoni (Xiao et al.,1999; Xiao et al., 2001).

Tabela 27. Genotipagem de Cryptosporidium spp. por PCR-RFLP. Tamanho dos fragmentos de
restricdo gerados pelas enzimas Sspl, Vspl e Ddel.

N° de amostras Sspl Vspl Ddel
23 385, 448 102, 731 153,186,470
5 108, 254, 449 104,625 00 e

A imagem dos géis de agarose resultantes da clivagem pelas enzimas Sspl, Vspl e
Ddel estdo demostrados na figura 21 e 22.

Para a diferenciagdo entre C. parvum, C. bovis, e C. genétipo deer-like, o produto
de Nested-PCR amplificado das 5 amostras restantes foi clivado com a enzima de

restricdo Mobll, gerando para trés amostras bandas de 76, 162 e 412 pb (compativeis
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com Cryptosporidium bovis) e para uma amostra bandas de 76 e 771 pb (compativeis
com Cryptosporidium parvum).

A figura X demonstra o gel de agarose com 0s resultados da analise de restricdo
pela enzima Mobll. Apenas uma amostra ndo pode ser diferenciada devido a presenca de
bandas muito fracas no gel de agarose que imposibilitava a visualizacdo (amostra com
pequena quantidade de DNA).

As espécies/gendtipos de acordo com faixa etaria e categoria animal estdo

demonstrados nas figuras 23 e 24 e na tabela 27.
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Figura 22. Andlise de PCR-RFLP com a utiliza¢do das enzimas Sspl (A), Vspl (B) para amostras

positivas de Cryptosporidium spp. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.

400 pb

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base

A- Sspl (painel de cima)
Linhas 1, 2, 3: C. parvum, C. bovis, C.gendétipo deer-like (108, 254, 449 pb)
Linhas: 4, 5, 6 : C.andersoni (385, 448 pb)

A- Vspl (painel de baixo)
Linhas 1, 2, 3: C. parvum genétipo bovino, C. bovis, C.genétipo deer-like (104, 625 pb)
Linhas: 4, 5, 6 : C.andersoni (102, 731 pb)

B- Sspl (painel de cima)

Linhas 1. C. parvum, C. bovis, C.gendétipo deer-like (108, 254, 449 pb)
Linhas: 2, 3, 4, 5, 6 : C.andersoni (385, 448 pb)

Linha 7 : DNA ndo submetido a clivagem

B2- Vspl (painel de baixo)

Linhas 1: C. parvum genétipo bovino, C. bovis, C.gendtipo deer-like (104, 625 pb)
Linhas: 2, 3, 4, 5, 6 : C.andersoni (102, 731 pb)

Linha 7: DNA ndo submetido a clivagem
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Figura 23. Andlise de PCR-RFLP com a utilizagdo da enzima Ddel para diferenciagdo entre
amostras de Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium muris. Gel de agarose 2% corado com

brometo de etidio.

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base;

Linhas 1 até 4: C. andersoni (clivagem com a enzima Ddel produzindo 156, 186, 470 pb)

Figura 24. Porcentagem de cada espécie/gendtipo, de acordo com a idade dos animais, relativo ao

total de animais positivos para Cryptosporidium spp.
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Figura 25. Porcentagem de espéies/genotipos de Cryptosporidium de acordo com a categoria de

animal: A, no pré-desmame (0-2 meses idade), B, p6s- desmame (2-6 meses de idade).

A - pré-desmame (0-2 meses) B- P6s-desmame (> 2meses)
10% 5%

§ 7 85%

20%

=

80%
m Cryptosporidium andersoni

= Cryptosporidium bovis

m Cryptosporidium parvum
m Cryptosporidium andersoni
= Cryptosporidium bovis

Tabela 28. Espécies e gendtipos de Cryptosporidium spp. encontrados nos bovinos do experimento.

Animal ID Idade Diarréia Propriedade PCR -RFLP
SSPI VSPI DDEI MOBII

Bz1 46 dias Nao A C.bovis C.bovis C.bovis
Bz 14° 4 meses Sim B C.bovis C.bovis C.bovis
Bz 15 4 meses Sim B C.bovis C.bovis C.bovis
Bz 23 3 meses Nao C NR* NR* NR*
Bz 24 60 dias Nao C C.andersoni C.andersoni C.andersoni
BA 26 Adulto Nao C C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 30 3 meses Néao C C.andersoni C.andersoni C.andersoni
BA 37 Adulto Nao D C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 41 4 meses Nao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 42 60 dias Nao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 43 4 meses Nao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 44 4 meses Nao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 45 5 meses Nao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 46 5 meses Nao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 48 3 meses Sim E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 49 4 meses Nao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 50 5 meses N&ao E C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 52 5 meses N&ao F C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 62 15 dias Nao G C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 72 3 meses Sim H C.parvum C.parvum C.parvum C.parvum
Bz 77" 5 meses Nao H C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 81 4 meses Néao | C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 83 5 meses Néao | C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 84° 50 dias Nao | C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 85 5 meses Nao | C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 86 5 meses Nao | C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 88 3 meses Néao | C.andersoni C.andersoni C.andersoni
Bz 89 4 meses Nao | C.andersoni C.andersoni C.andersoni

*NR = N&o obteve-se diferenciagédo entre Cryptosporidium parvum; Cryptosporidium bovis e Cryptosporidium
gendtipo deer-like devido a presenca de bandas muito fracas ng gel de agarose.
a

Também parasitado por Giardia duodenalis gendétipo A, Também parasitado por Giardia duodenalis

gendtipo E.
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5.2. Anélise da propriedade de Tupi Paulista - SP.

Na andlise da ocorréncia de Giardia duodenalis na propriedade de Tupi Paulista-
SP, das 100 amostras analisadas, 34 foram diagnosticadas positivas, sendo 20 originadas
de cordeiros, 12 de machos jovens (cordeiros tracadores) e 2 de ovelhas (figura 25).
Cryptosporidium spp. foi diagnosticado em 25 amostras, sendo 16 originadas de
cordeiros, 6 de machos jovens (cordeiros tragadores) e 3 de ovelhas. Nenhuma das 12

amostras de bovinos foram positivas para Giardia duodenalis e/ou Cryptosporidium spp.

Figura 26. Ocorréncia de Giardia (A) e Cryptosporidium (B) de acordo com a categoria animal.

Total de 100 animais. Amostras de Ovinos. Tupi Paulista-SP.

A 696 B 12%0

- 5 . 1
" Cordeiros (0-2 meses) " Cordeiros (0-2 meses)
B Cordeiros (4-6 meses) B Cordeiros (4-6 meses)

M Ovelhas M Ovelhas

Cistos de Giardia duodenalis foram observados em 5 amostras, do total de 20
analisadas pela técnica de microscopia éptica (CFMSZ), enquanto que a presenca de
oocistos de Cryptosporidium spp. foi detectada em 8 amostras, do total de 65 analisadas
pela técnica de microscopia optica (CFCM). O diagnéstico de Giardia duodenalis foi obtido
em 32% dos animais pela PCR versus 27% por ELISA, e Cryptosporidium spp. foi
detectado em 25% dos animais pela PCR versus 13% pela técnica de ensaio
imunoenzimético (figuras 26, 27 28 e 29). Todos os resultados dos ovinos de acordo com
as analises pelas trés técnicas de diagndsticos estdo demonstrados nas tabelas 28 e 29.
Os cordeiros estavam mais parasitados do que as ovelhas. Giardia duodenalis foi
encontrada em 32 cordeiros e apenas 2 ovelhas, enquanto que Cryptosporidium spp.
esteve presente em 22 cordeiros e apenas 3 ovelhas. Infec¢des mistas ocorreram em 14
cordeiros. A ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. de acordo com a
faixa etaria (cordeiros x ovelhas) e com a técnica de diagnéstico usada para deteccao dos
enteroparasitas (ELISA x PCR) estdo caracterizados na tabela 30. Nenhum dos doze

bovinos testados apresentaram resultados positivos em qualquer uma das trés técnicas.
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Figura 27. Aspectos microscopicos de cistos de Giardia duodenalis observados ap6s o uso da
técnica de centrifugo-flutuacdo modificada em sulfato de zinco (setas pretas). Cordeiro, aumento
de 400x.

Figura 28. Andlise de PCR baseado na amplificacdo do gene GDH para Giardia duodenalis. Gel

de agarose 1.5% corado com brometo de etidio. Amostras de ovinos.

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base

Linhas 1, 3, 4, 5: Amostras positivas de Giardia duodenalis isoladas de ovinos
Linha 2: Amostra negativa
Linha 6: Controle positivo

Linha 7: Controle negativo
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Figura 29. Aspectos microscépicos de oocistos de Cryptosporidium spp. observados apés o uso
da técnica de coloracdo com fucsina-carbdlica modificada. Os oocistos sdo visualizados como
corpos redondos corados de vermelho em contraste com um fundo azul (setas pretas). Cordeiro,

aumento de 1000x.

\

Figura 30. Andlise de PCR baseado na amplificacdo do gene 18S small Subunit (SSU) rRNA para
Cryptosporidium spp. Gel de agarose 1.5% corado com brometo de etidio. Amostras de ovinos.

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base
Linhas 1, 2, 3: Amostras positivas de Cryptosporidium spp. isoladas de ovinos
Linha 4: Controle positivo

Linha 5: Controle negativo
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Tabela 29. Resultados das analises de amostras fecais de cordeiros provenientes da propriedade

de Tupi Paulista —SP.

ID ovino CFMSZ *

C FCM**

ELISA

PCR

26 CT*
27CT
28CT
30CT
59 CT
60 CT
95CT
99 CT
100 CT
16 CT
19CT
33CT
35CT
38CT
39CT
41CT
46 CT
48 CT
56 CT
79CT
34CT
36 CT
40 CT
49 CT
53CT
37CT
74 CT
43 CT
44 CT

35C

Giardia Cryptosporidum Giardia Cryptosporidium Gi
+ - + -

+

+ o+

+

+

+ +

+

+ o+t o+

pd
Pyl

+ + + +

NR

ardia Cryptosporidium

L

R I T T T T T T T S T S S S S B

+ o+ '

+

+

*CFMSZ= Centrifugo-flutuagéo modificada em sulfato de zinco; **CFCM= Coloragéo por Fucsina Carbélica Modificada, aCordeiros

tracadores; bCordeiros; NR= N&o realizado; (+) = Amostra positiva; (-) = Amostra negativa
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Tabela 30. Resultados do processamento das analises de amostras fecais de ovelhas
provenientes da propriedade de Tupi Paulista—SP pelas técnicas de Centrifugo-flutuacao
modificada em sulfato de zinco (CFMSZ), Coloracdo por fucsina carbdlica modificada (CFCM),

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Coloragéao ELISA PCR
Ovino FCM**
Cryptosporidium  Giardia  Cryptosporidium  Giardia Cryptosporidium

537 O° - - - - -
545 O - - - - +
627 O - - - - -
629 O - - - - -
668 O - - - - -
709 O NR - - - -
250 NR - - - -
1630 NR - - - -
1790 NR - - - -
206 O NR - - + -
2240 NR - - - -
473 0 NR - - - -
148 0 NR - - - -
1650 - - - - -
2170 - - - - -
2290 - - - - -
2320 - - - - -
449 O - - - - -
487 O - - - - -
5150 - - - - -
562 O - - - - +
618 O - - - - -
748 O - - - - -
510 - - - - -
520 NR - - -

1710 - - - + +
1820 NR - -

189 0 - - - - -
2010 - - - - -
2020 - - - - -
2290 - - - - -
457 O - - - - -
483 O - - - - -
5310 NR - - - -
598 O - - - - -
625 O - - - - -
628 O - - - - -
176 O - - - - -
209 O - - - - -
529 O - - - - -

a
Ovelhas ; (+) = Amostra positiva; (-) = Amostra negativa; NR= N&o realizado; *CFMSZ= Sulfato de zinco

modificada; **FCM= Fucsina Carbélica Modificada
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Tabela 31. Ocorréncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em cordeiros e ovelhas de

acordo com a técnica de diagnostico (ELISA e PCR) na propriedade de Tupi Paulista-SP.

No. de animais examinados | No. de positivos (% de ocorréncia)
G. duodenalis Cryptosporidium spp.
ELISA PCR ELISA PCR
Cordeiros 60 27 (27%) | 3232%) |13 (13%) | 22 (22%)
Ovelhas 40 0 2 (2%) 0 3 (3%)
Total 100 27 34 13 25

Valores em parénteses denotam a porcentagem

Os resultados dos valores de absorvancia a 450nm e do indice ELISA resultantes
da analise de 10 amostras testadas para G. duodenalis estdo exemplificados na tabela
28. A ténica de ensaio imunoenzimatico para deteccdo de antigenos de Cryptosporidium
spp. em amostras fecais foi testada em 100 amostras fecais de ovinos e 12 de bovinos.
Através dessa metodologia, 13 amostras de ovinos foram consideradas positivas. Os
resultados dos valores de absorvancia a 450nm e do indice ELISA resultantes da analise

de 10 amostras testadas para Cryptosporidium spp. estdo exemplificados na tabela 29

Tabela 32. Resultados obtidos com a utilizagdo do kit ELISA GIARDIA Il para o diagnéstico de

Giardia duodenalis em amostras fecais de cordeiros e ovelhas provenientes de Tupi Paulista-SP.

Amostra Intensidade de cor Absorvancia indice ELISA Resultado
Cordeiro 1 + 0.276 0.23 Positivo
Cordeiro 13 + 1.278 1.56 Positivo
Cordeiro 18 +++ 2.756 3.54 Positivo
Cordeiro 25 + 0.887 1.04 Positivo
Cordeiro 27 + 0.541 0.58 Positivo
Cordeiro 29 - 0.073 0.04 Negativo
Ovelha 182 - 0.135 0.04 Negativo
Ovelha 189 - 0.098 0.00 Negativo
Ovelha 201 - 0.092 0.01 Negativo
Controle positivo +++ 2.692 Positivo

+= amarelo fraco / ++= amarelo médio / +++= amarelo intenso / -= sem cor
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Tabela 33. Resultados obtidos com a utilizagdo do kit ELISA CRYPTOSPORIDIUM TEST para o
diagnostico de Crytosporidium spp. em amostras fecais de cordeiros e ovelhas provenientes de
Tupi Paulista-SP.

Identificacdo — Amostra Intensidade de cor Absorvancia indice ELISA Resultado
Cordeiro 1 + 0.276 -0,07563 Positivo
Cordeiro 9 + 1.278 -0,02153 Positivo
Cordeiro 13 + 2.756 -0,11239 Positivo
Cordeiro 25 + 0.887 -0,09139 Positivo
Cordeiro 28 + 0.541 -0,05147 Positivo
Cordeiro 41 + 0.073 -0,10872 Positivo
Ovelha 182 - 0.135 -0,19905 Negativo
Ovelha 189 - 0.098 -0,19853 Negativo
Ovelha 201 - 0.092 -0,1917 Negativo
Controle positivo +++ 2.692 Positivo

+= amarelo fraco / ++= amarelo médio / +++= amarelo intenso / -= sem cor

5.2.1. Caracterizacdo molecular de Giardia duodenalis por PCR-RFLP

O gendtipo E de Giardia duodenalis foi o Unico encontrado na propriedade (figura

30 e tabela 33). O mesmo esteve presente tanto em amostras de cordeiros (0 a 2 meses)

como de animais juvenis com idade média de cinco meses (cordeiros tracadores).

Figura 31. Andlise de PCR baseado na amplificagdo do gene GDH para Giardia duodenalis. Gel

de agarose 1.5% corado com brometo de etidio. Amostras de ovinos.

100 pb

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base

Linhas 1, 2, 3, 4, 5, 6 : Amostras positiva de Giardia duodenalis — genotipo E

Linha 7 : Amostras positiva de Giardia duodenalis — DNA n&o submetido a clivagem com NlalV



74

Tabela 34. Genétipos de Giardia duodenalis isolados de ovinos na propriedade de Tupi Paulista- SP.

Animal PCR Gendtipo
Gene GDH Gene 16S-rRNA
26 CT? + + E
27CT + + E
28 CT + + E
59 CT + + E
60 CT + + E
99 CT + + E
100 CT + + E
34CT + + E
36 CT + + E
37CT + + E
40CT + + E
53CT + + E
1c® + + E
6C + + E
13C + + E
18 C + + E
19C + + E
25C + + E
27C + + E
28 C + + E
29C + + E
36 C + + E
39C + + E
41 C + + E
2C + + E
7C + + E
9C + + E
14 C + + E
17C + + E
22C + + E
23C + + E
35C + + E
179 O° + + E
206 O + + E

a b C
Cordeiros tracadores; Cordeiros; Ovelhas

5.2.2. Caracterizacdo molecular de Cryptosporidium spp. através da PCR-RFLP

Os fragmentos de restricdo gerados pela digestdo com a enzima Sspl de 21
amostras apresentaram duas bandas de aproximadamente 385 e 448 pares de base (pb)
na eletroforese em gel de agarose. As outras seis amostras possuiam trés bandas de
aproximadamente 108, 254 e 449 pares de base.

A digestdo com a enzima Vspl produziu trés bandas visiveis de aproximadamente
102, 182 e 446 pb para as primeiras 21 amostras que geraram trés bandas na primeira

clivagem, enquanto que as seis restantes produziram duas bandas visiveis de
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aproximadamente 104 e 625 pares de bases. Para as 21 amostras, o resultado das
analises dos fragmentos de restricdo produzidos pela enzima Sspl séo similares para as
espécies C. andersoni, C. muris e C. felis. As andlises da enzima Vspl produziram trés
bandas visiveis (excluindo a possibilidade das espécies C. andersoni e C. muris) de
104,182 e 476 pares de bases (figura 31 ).

Este perfil de diagndstico é compativel com Cryptosporidium felis (Xiao et al.,1999;
Xiao et al., 2001) e com C. genotipo cervine (Trotz-Wiliams et al., 2006). As
espécies/gendtipos de Cryptosporidium spp. encontrados na propriedade estao
apresentados na tabela 34.

Tabela 35. Espécies e genétipos de Cryptosporidium isolados de ovinos na propriedade de Tupi
Paulista-SP

Animal PCR -RFLP
Sspl Vspl Mobll

38 CT? ND* ND* ND*

46 CT C. bovis C. bovis C. bovis

79 CT C. parvum C. parvum C. parvum

53CT %C. felis/ C. genotipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -

37CT C. felis / C. gendtipo cervine C. felis / C. gendtipo cervine -

74 CT C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -
1c’ C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. gendétipo cervine -
13C C. felis / C. gendtipo cervine C. felis / C. gendtipo cervine -
18C C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -
25C C. felis / C. gendtipo cervine C. felis / C. gendtipo cervine -

28 C C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -
29C C. felis / C. gendétipo cervine C. felis / C. gendétipo cervine -

36 C C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -

41 C C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -
7C C. felis / C. gendétipo cervine C. felis / C. gendétipo cervine -
9C C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. gendétipo cervine -

40 C C. felis / C. gendétipo cervine C. felis / C. gendétipo cervine -
43C C. felis / C. gendtipo cervine C. felis / C. gendtipo cervine -
52C C. bovis C. bovis C. bovis
53C NR NR NR
17C C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -
22C C. parvum C. parvum C. parvum

545 QO° C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -

562 O C. felis / C. genétipo cervine C. felis / C. genétipo cervine -

1710 C. felis / C. gendtipo cervine C. felis / C. gendétipo cervine -

a b

Cordeiros tracadores; Cordeiros; COveIhas,
*ND = N&o obteve-se diferenciacdo entre Cryptosporidium parvum; Cryptosporidium bovis e Cryptosporidium
gencz')tipo deer-like devido a presencga de bandas muito fracas no gel de agarose.

Nao foi possivel obter a diferenciacéo entre essas duas espécies de Cryptosporidium pelas enzimas de

restricdo Sspl e Vspl.
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Figura 32. Andlise de PCR-RFLP com a utiliza¢do das enzimas Sspl (A), Vspl (B) para amostras
positivas de Cryptosporidium spp em ovinos. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.
Algumas amostras apresentaram bandas discretas, mas a diferenciacdo pode ser provada pela

analise em conjunto dos dois géis. Amostras de ovinos.

500 pb

300 pb

200 pb

100 pb

600 pb

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base

Linhas 1, 2, 4 C. parvum, C. bovis, C.gen6tipo deer-like
Linhas: 3, 5, 6, 7 : C.felis ou C. genétipo cervine
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Figura 33. Andlise de PCR-RFLP com a utiliza¢do das enzimas Sspl (A), Vspl (B) para amostras
positivas de Cryptosporidium spp de ruminantes. Gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio. Algumas amostras apresentaram bandas discretas, mas a diferenciagdo pode ser provada

pela andlise em conjunto dos dois géis. Amostras de bovinos e ovinos.

9 10 11 12 13 14

-
100 -3
—

200 pb

100 pb

600 pb

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de base

A- Sspl (painel de cima)

Linhas 1, 2, 3, 8, 9: C. parvum, C. bovis, C.gen6tipo deer-like (108, 254, 449 pb) de bovinos
Linhas: 4, 5, 6, 7 : C.andersoni (385, 448 pb) de bovinos

Linhas: 10, 11, 12, 13, 14 : C.felis ou C. genétipo cervine (385, 448 pb) de ovinos

A- Vspl (painel de baixo)

Linhas 1, 2, 3, 8, 9: C. parvum, C. bovis, C.gendtipo deer-like (104, 625 pb) de bovinos
Linhas: 4, 5, 6, 7 : C.andersoni (102, 731 pb) de bovinos

Linhas: 10, 11, 12, 13, 14 : C.felis ou C. genétipo cervine (104, 182, 476 pb) de ovinos
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5.3. Validagao das extracdes de DNA e das andlises moleculares

Em todas amostras em que a técnica PCR foi negativa para Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp. foi obtido a amplificacdo do DNA mitocondrial bovino (para amostras
de origem bovina) e ovino (para amostras de origem ovina). Nas amostras testadas, todas

tiveram o DNA mitocondrial amplificado (figura 33).

Figura 34. Andlise de Nested-PCR baseado na amplificacdo do DNA mitocondrial Bovino (A) e

ovino (B). Gel de agarose 1.5% corado com brometo de etidio.

A

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de bases,

Linhas 1, 2, 3, 4, 5 e 6: Amostras fecais extraidas de bovinos;

Linha 7: Controle negativo: todos os reagentes, exceto DNA da amostra
B

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de bases,

Linhas 1, 2, 3, 4, 5 e 6: Amostras fecais extraidas de ovinos

Linha 7: Controle negativo: todos os reagentes, exceto DNA da amostra
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As amostras negativas na PCR que foram submetidas ao teste “spike probe” produziram
bandas de tamanho esperado (figura 34). No exemplo da figura 34, o DNA de uma amostra
positiva de Giardia duodenalis foi acrescentado a uma fragcdo de 8 amostras negativas na PCR

para esse parasita.

Figura 35. Teste “Spike probe”. Andlise de Semi-Nested PCR baseado na amplificacdo do gene

GDH para Giardia duodenalis. Gel de agarose 1.5% corado com brometo de etidio

400 pb - U G G O g e o

Linha M: Marcador de peso molecular de 100 pares de bases,
Linhas 1 até 8: Amostras que amplificaram o DNA de Giardia duodenalis apés o teste “Sipke probe”

Linha 9: Controle negativo: todos os reagentes, exceto DNA da amostra
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6. DISCUSSAO

Amostras fecais contendo cistos ou oocistos devem ser investigadas para a
correta identificacdo das espécies/gendtipos de Giardia e Cryptosporidium, com o objetivo
de se conhecer qual a verdadeira identidade do parasita isolado, para que dessa forma se
possa compreender a especificidade parasitaria desses microorganismos, podendo esse
conhecimento ser (til no delineamento de medidas preventivas a transmissdo dessas
enfermidades para o homem e minimizar as perdas econdmicas e o potencial perigo a
saude publica. Para se avaliar o ultimo ponto se faz necessario o uso de ferramentas
moleculares (PCR, PCR-RFLP, Sequenciamento genético) para se determinar quais as
espécies/genodtipos de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. estdo presentes nos
animais.

A situacado epidemiolégica aponta uma ampla frequiéncia das infec¢des, com
valores variando entre 0-100% (O Handley et al., 1999). Os resultados observados no
presente trabalho demonstram uma freqiéncia de infeccdo de 8% para Giardia
duodenalis e 13% Cryptosporidium spp., valores semelhantes e superiores a estes foram
encontrados por varios autores (Olson et al 1997; O"Handley et al, 2000; Huetink et al.,
2001; Alppelbe et al, 2003).

6.1. Anédlise da presenca de Giardia e Crytosporidium nas propriedades

Giardia e Cryptosporidium estiveram presentes independente do porte da
propriedade, do manejo adotado, das caracteristicas de ordenha e da higiene das
instalacdes. Huetink et al. (2001), estudando as possiveis rotas de transmissao de Giardia
e Cryptosporidium entre bovinos em uma propriedade, também relatou que os animais se
tornam infectados independente do local e tipo de instalacdes onde vivem e/ou se estédo
em contato com outros da mesma idade ou idades diferentes. Uma possivel explicacao
para a transmissdo poderia ser a presenca de tratadores atuando como carreadores
mecénicos de (oo)cistos. O fator de risco para as infecgbes por Cryptosporidium foi
estudado por Mohammed et al. (1999) que observaram que a infeccao é dependente do
tipo de manejo adotado nos animais na desmama e poés-desmama, além de estar

correlacionado com a idade (quanto menor a idade, maior o fato de risco).
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A propocdo de animais infectados por G. duodenalis presentes em todas as
propriedades foi similar, com a presenca média de dois animais parasitados naquelas
onde o microorganismo foi diagndsticado.

Para Cryptosporidium spp., a propriedade E apresentou nove bezerros parasitados
(ocorréncia de 90% entre bezerros), enquanto que na propriedade |, 70% dos bezerros
estavam parasitados. A infeccdo desses hospedeiros pode ter ocorrido pelo contato direto
entre eles ou através da agua e/ou alimento contaminados. Para pelo menos uma das
propriedades (E), as instalacGes eram precarias; e ambas possuiam areas pequenas para
comportar os bezerros que permaneciam confinados todos juntos durante o periodo em
gue se realizava a ordenha. Também pode-se sugerir que a excrecdo de oocistos por
animais infectados com Cryptosporidium e/ou a taxa de transmissdo entre os bezerros
seja alta, uma vez que sdo mais susceptiveis a infeccdo do que animais adultos (ndo
foram identificados animais adultos parasitados em ambas propriedades). A transmissao
de Cryptosporidium spp. entre esses bezerros pode ndo ser reduzida devido a taxa
continua de nuameros de oocistos excretados pelos mesmos (embora a quantidade de
oocistos excretada possa ser baixa e de forma intermitente), criando dessa forma um alto
nivel de contaminagdo ambiental (principalmente nos locais onde todos os animais
permancem confinados), fazendo com que os bezerros possam ter um contato maior com
0s oocistos infectantes. E provavel que nessas propriedades, onde a taxa de ocorréncia é
alta, os bezerros que foram diagndsticados como negativos para Cryptospordium spp., se
tornem infectados caso ndo haja nenhuma mudan¢ca no manejo ou se medidas para a
prevencado das possiveis contaminagfes nao forem tomadas (respeitando as variagfes de
resisténcia aos parasitas inerente de cada animal).

A presenca de um parasita nos animais na propriedade n&o foi determinante para
a auséncia do outro. Em uma mesma propriedade existiam animais que estavam
infectados tanto por Giardia quanto por Cryptosporidium, incluindo aquela em que a
ocorréncia de uma da espécie foi alta (propriedade | com 70% de bezerros parasitados
por Cryptosporidium spp.). Contudo apenas trés animais apresentaram infeccdes mistas
e na propriedade E, onde a infeccdo dos bezerros por Cryptosporidium spp. chegou a
90%, ndo foram diagnosticados animais com Giardia. A metade (50%) das propriedades
onde ocorreram a presenc¢a de Giardia e Cryptosporidium estavam préximas a fontes de

aguas como rio, riacho e cérregos.
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6.2. Presencade diarréia nos animais

Um total de 60% das propriedades tinha histérico de diarréia no rebanho, sendo
gue a presenca de Giardia e/ou Cryptosporidium foi confirmada em todas. Neste estudo,
foi observado que a presenca de Giardia e Cryptosporium nas amostras fecais ndo esta
diretamente ligada a presen¢a de diarréia nos animais, sendo encontrados ambos
parasitas de forma semelhante em amostras de consisténcia normal e diarréicas.

Embora ndo tenham sido pesquisados outros agentes etiolégicos da diarréia
nestes animais, Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. sdo comprovadamente
patdgenos causadores de diarréia em bezerros, estando associados ou ndo com outros
agentes (Olson et al., 1995). A maior parte dos animais também apresentava outros
parasitas intestinais, como helmintos, cestdédeos, coccideos e outros protozodrios
intestinais, de forma que ndo podemos conclusivamente implicar Giardia e/ou

Cryptosporidium spp. como sendo o Unico agente etiolégico da diarréia nestes animais

6.3. Ocorréncia das infec¢8es por Giardia duodenalis nos bovinos

Devido a excrecdo dos cistos de Giardia duodenalis ser intermitente (Ali & Hill,
2003) e apenas uma Unica amostra ter sido coletada de cada animal no presente estudo,
€ possivel que os dados da ocorréncia das infec¢cdes apresentados aqui, subestimem o
exato numero de animais infectados nas propriedades, ainda que técnicas de altta
sensibilidade analitica e diagndstica tenham sido empregadas para a deteccdo dos
enteroparasitas. Provavelmente, se durante o periodo de estudo, os animais fossem
acompanhados mensalmente ou periodicamente, os valores de ocorréncia seriam
maiores. Esse dado conduz ao raciocinio de que naquelas propriedades onde existiam
animais infectados, a coleta e analise posterior de novas amostras poderiam demonstrar o
parasita em animais considerados livres da infeccao (deve-se levar em conta os fatores
ambientais, de manejo e a taxa de transmissdo das infeccdo entre os animais). Este
estudo foi capaz de detectar Giardia em 8% dos animais (16/200) testados com a analise
de uma Unica amostra fecal. A presenca de Giardia duodenalis foi detectada nas fezes de
bovinos leiteiros em oito das dez fazendas visitadas, com ocorréncia pela microscopia
Optica e PCR variando de 5 a 10% e 5 a 20%, respectivamente. O método da PCR foi
mais sensivel que a microscopia, frequentemente detectando um numero maior de

amostras positivas em cada fazenda.
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Trout et al. (2004) detectaram a presenca de Giardia duodenalis em fezes de
bezerros leiteiros (0-2 meses de idade) em 70% das propriedades por eles examinadas
(14 no total), com a prevaléncia determinada pela técnica de IFA (imunofluorescencce
antibody) variando entre 0 a 83% e pela ténica da PCR e variando entre 20 a 81%. A
PCR ¢é geralmente mais sensivel que a IFA, detectando com freqiiéncia um alto nimero
de amostras positivas. No presente estudo, G. duodenalis foi detectada em 80% das
propriedades (10 no total), com a ocorréncia de 6% pela técnica de microscopia Optica
(CFMSZ) e 16% pela ténica da PCR.

A infeccdo por Giardia tem sido descrita frequentemente em bezerros jovens
(O’'Handley et al., 1999; Hunt et al., 2000). Um estudo realizado por Huetink et al. (2001)
indicou que a prevaléncia de Giardia alcancou os niveis mais elevados aos 4-5 meses de
idade, mas foi muito menor em bezerros de 1-2 meses de idade. O’Handley et al. (1999)
em seus estudos de prevaléncia de Giardia duodenalis em bovinos de leite, observou que
a taxa de prevaléncia alcangcou 25% em bezerros de 2 semanas de idade,
aproximadamente 50% em animais de 3 semanas de idade e cerca de 60% em bezerros
de 6-7 semanas de idade. Comparativamente a esses dados obtidos por O’Handley et al.
(1999), no presente experimento, a ocorréncia de infeccbes foi diagnésticada apenas em
bezerros de a partir da 4° semana de vida (16% em animais de até 30 dias de idade). A
diferenca entre os estudos pode ser também reflexo do nimero de animais presentes em
cada faixa etéria em cada estudo.

Discriminado com detalhes, no presente experimento, a ocorréncia das infec¢des
alcangou 20% em bezerros de 31 a 60 dias, cerca de 30% em bezerros de 31 a 90 dias;
9% em bezerros de 91 a 120 dias; 12% em bezerros de 121 a 150 dias; e 40% em
bezerros de 151 a 180 dias. Entretanto, esses dados podem ser reflexos da quantidade
de amostras coletadas por faixa etaria dos bezerros, no momento da visita na
propriedade. Vale ressaltar que a coleta foi realizada de forma aleatéria e de acordo com
a disponibilidade de animais do local.

A infeccdo de Giardia duodenalis entre animais adultos foi de apenas 1% (1/100).
Assim como em outros estudos (O Handley et al., 2000; Alppelbe et al., 2003; Trout et al
2004), os resultados obtidos aqui indicam que a maior prevaléncia de G. duodenalis se da
em bezerros do que em animais adultos. A infecgdo por G. duodenalis foi detectada em
novilhas leiteiras (12-24 meses de idade) com prevaléncia nesses animais de 11 a 75%.
(Trout et al., 2006).
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Os estudos de prevaléncia anteriores também descreveram grande variacdo na
taxa de infeccdo em animais dessa faixa etaria. (O’Handley et al., 1999, O’Handley et al.,
2000, Trout et al., 2004). Possivelmente as diferencas da prevaléncia entre os estudos,
sejam devidas as variacdes na metodologia de pesquisa para o diagnostico das infec¢cbes
e/ou a fatores ambientais.

No Brasil, a prevaléncia de 67% (21/31) de animais infectados por Giardia foi
descrita no Estado do Rio de Janeiro em amostras de bezerros com menos de trés meses
de idade (Huber et al., 2003). Em Minas Gerais, 9% de amostras fecais de bezerros de 1

a 90 dias possuiam cistos de Giardia (Guimaraes et al., 2001).

6.4. Gendtipos de Giardia duodenalis encontrados nos bovinos

Trés gendtipos de Giardia duodenalis foram identificados nos animais: genotipo E,
o qual tem sido descrito infectante apenas para ruminantes; genétipo A que € infectante
para humanos e outros mamiferos por isso considerado zoonético; e o genoétipo B. A
clivagem com a enzima NlalV provocou digestao parcial de 1 amostra de bezerro (bezerro
n° 87). Esse padrao de restricao foi produzido pela presenca do gendtipo B, que ndo pode
ser totalmente diferenciado através da acado dessa enzima (Read et al., 2004). Todos os
outros gendtipos (Al, All, C, D, E) sao claramente diferenciados. O genétipo B
compreende dois principais subgrupos chamados Blll e BIV, sendo o primeiro encontrado
em animais e o Ultimo especifico de humanos (Monis et al., 2003; Read et al., 2002). O
protocolo de Read et al. (2004) é capaz de amplificar ambos, porém ndo é capaz de
diferencia-los. Apesar da enzima NlalV ndo promover a diferenciacdo dentro do genétipo
B, acredita-se que a amostra em questdo estava parasitada com G. duodenalis genoétipo
BIIl (zoonético) uma vez que BIV é especifico de humanos (Read et al., 2002; Monis et al.,
2003).

Entre todas as propriedades, 87,5% (14/16) dos animais positivos estavam
infectados com genotipo E, enquanto 6,25% (1/16) estavam infectados com gendtipo Al, e
6,25% (1/16) infectados com genotipo B. Os gendtipos A e B de Giardia duodenalis séo
considerados zoongticos e ja foram descritos em bovinos (Trout et al., 2005; Itagaki et al.,
2005) e outros ruminantes (Trout et al., 2003), entretanto o genoétipo E que possui
especificidade por ruminantes (bovinos, ovinos e caprinos) € o mais prevalente em
bovinos na Austrdlia, Estados Unidos e Canadéa (O’Handley et al., 2000). Considerando-

se a exploracdo comercial dos bovinos, estudos mostraram que o genétipo E (ndo-
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zoongético) foi o mais predominante, todavia as taxas de prevaléncia para o genétipo
zoonético A pode chegar a 20% (O'Handley et al., 2000). Apesar da prevaléncia do
genotipo A ser variada nos animais (baixa, na maior parte dos estudos ), 0 mesmo esteve
presente em 71% (10/14) das propriedades estudadas por Trout et al. (2006). Em nosso
estudo, o0 gendtipo A foi detectado em 1% das propriedades (1/10) e em
aproximadamente 6% dos animais positivos (1/16). Fato curioso é que esse animal era
um bovino adulto e Unico animal parasitado por Giardia duodenalis na propriedade
(propriedade A). O outro animal parasitado nesta mesma propriedade era um bezerro de
46 dias que apresentava Cryptosporidium bovis (uma espécie considerada nao-
zoongética). Observando os estudos publicados e a prevaléncia dos genétipos A entre
diferentes grupos de idade, o genotipo A foi detectado em 15% dos bezerros no pré-
desmame (1-7 semanas), 13% em bezerros no pos demame (3-11 meses) e 9% em
novilhas de 1-2 anos, enquanto que o genotipo E foi detectado em 85, 87 e 91% dos
mesmo animais respectivamente (Trout et al., 2004; Trout et al., 2005; Trout et al., 2006).
A ocorréncia do gen6tipo E em nosso estudo foi maior na faixa etaria de 31-90 dias.

Sao necesséarios mais estudos comparativos para confirmar se a estrutura
genética das populacbes de Giardia duodenalis encontradas nesse estudo séo
geneticamente equivalente aquelas caracterizadas em outra areas do globo (Thompson et
al., 2000). O presente estudo contribui para a confirmacdo de que no Estado de Sao
Paulo, as amostras de G. duodenalis isoladas de bovinos pertecem, em sua maior parte,
ao gentdtipo animal-especifico E, 0 mais comumente encontrado em ruminantes em
outras partes do mundo.

Também foi importante a constatacdo que bovinos leiteiros podem albergar
populacbes de Giardia que fazem parte de genétipos considerados zoonéticos A e B. O
grau de importancia epidemioldgica dessas observacdes deverd ser melhor analisado.
Estudos epidemiolégicos em bovinos de outras regides do pais sdo necessarios para a
confirmacdo de que essa taxa de prevaléncia se encontra semelhante em animais

infectados em todo o territério nacional.
6.5. Ocorréncia das infec¢cdes por Cryptosporidium spp. nos bovinos
A ocorréncia de Cryptosporidium spp. nos 200 animais testados foi de 16%

(28/200), utilizando a técnica de PCR para o diagnéstico de Cryptosporidium spp. em uma

Unica amostra fecal coletada por animal. Esses dados sdo similares aos de Fayer et al.
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(2006), que também utilizando apenas a deteccao molecular por PCR em uma Unica
amostra fecal encontrou 11,9% (68/571) dos animais infecatdos por Cryptosporidium spp.,
em 13 das 14 fazendas visitadas em sete Estados dos EUA. Embora o numero de
fazendas visitadas e o nimero de animais coletados tanham sido maiores nos estudos de
Fayer e colaboradores, 0s niveis de ocorréncia para Cryptosporidium spp. nos EUA e
Brasil para as fazendas estudadas foi semelhante, ambos utilizaram o mesmo protocolo
de PCR descrito por Xiao et al. (1999a).

Em outras regides geogréficas, as taxas de infec¢des por Cryptosporidium spp.
também variaram de acordo com a endemicidade local, com a técnica de diagndstco
empregada e o tipo de estudo realizado. Em Portugal, 74 de 291 bezerros (25,4%); e 8 de
176 adultos (4,5%) estavam infectados por Cryptosporidium spp. (Mendonca et al., 2007).
Nos Estados Undios a taxa de animais positivos foi de 30% (Santin et al., 2004), enquanto
que na Hungria, Plutzer & Karanis (2007) observaram cerca de 50% dos animais

parasitados.

6.6. Consideracdes sobre a metodologia utilizada

O protocolo utilizado neste estudo para caracterizacdo genética de
Cryptosporidium spp. foi descrito pela primeira vez por Xiao e colaboradores em 1999. O
mesmo é baseado na deteccdo do gene SSU-rRNA do microorganismo, sendo capaz de
promover a amplificacdo do DNA e a diferenciacdo genotipica, tanto através do uso de
enzimas de restricdo (Vspl, Sspl e Ddel), quanto através do sequenciamento genético.
Através dele, foram descritos mais de 10 genétipos de Cryptosporidium e confirmadas as
caracteristicas genéticas de varias espécies. (Xiao et al, 1999b; Xiao et al., 2001).
Sulaiman et al. (1999), compararam todos os protocolos de PCR existentes para deteccao
e diferenciacdo de Cryptosporidium spp. e notaram que o protocolo de Xiao et al.(1999a),
era um dos mais sensiveis e especificos, sendo uma excelente ferramenta para analises
de seqliéncias polimorficas capazes de diferenciar espécies e/ou genétipos entre si.

Mendonga et al. (1997) observaram que o protocolo de Xiao et al. (1999), que
analisa 0 gene SSU r-RNA, produz melhores melhores resultados na caracterizacéo de
Cryptosporidium spp. do que o gene HSP70. Xiao et al. (2000) também constataram que
alguns protocolos usados para amplificacdo de Cryptosporidium no gene COWP, falharam
em amplifcar algumas espécies e genoétipos. Trotz-Wlliams e colaboradores (2005)

detectaram que o método de amplificacdo pelo gene COWP, falhou em obter amostras
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positivas de C. cervine genétipo. Somente com o protocolo descrito por Xiao et al. (1999)
gue Trotz-Willams e sua equipe conseguiram identificar uma amostra de C. gendtipo
cervine em humanos, enquanto que a mesma amostra foi negativa no gene COWP.

Lindergard et al. (2003) também observaram que primers para amplificacdo do
gene SSU r-RNA obtem mais sucesso em produzir amostras positivas de Cryptosporidium
spp. do que primers para o gene TRAP-C2, o que torna o primeiro protocolo de PCR o
método de escolha para deteccédo de oocistos de Cryptosporidium parvum em amostras
de campo.

O método descrito por Xiao et al. (2001), que é um aperfeicoamento daquele
descrito em 1999, capaz de caracterizar geneticamente as espécies/genétipos de
Cryptosporidium no gene SSU-rRNA seja por PCR-RFLP ou sequenciamento, sendo
utilizado de forma quase que absoluta na maior parte dos estudos (Peng et al., 2003;
Gatei et al., 2003; Santin et al., 2004 Fayer et al., 2005; Santin et al., 2007; Trotz-Wlliams
et al., 2006). Uma das vantagens desse protocolo, é capaciade de diferenciar por RFLP,
sem a necessidade do sequenciamento, as principais espécies e gendtipos encontrados
em ruminantes. Dessa forma, quando esse estudo foi elaborado no final de 2004, o
protocolo de Xiao et al. (1999a; 1999b; 2001) foi escolhido para as andlises.

Entretanto, durante o periodo de realizacdo desse estudo, novos genétipos
surgiram e outros antigos genétipos foram reconsiderados e classificados como espécie
(Fayer et al, 2005). Analisando o trabalho de Feng et al.(2007), ao qual o préprio Xiao é
co-autor, observa-se que o protocolo de Xiao et al. (2001), que usa enzimas de restricao,
ndo distingue C. parvum (genoétipo bovino), C. bovis e C. genétipo deer-like, trés das
guatros espécies reconhecidas atualmente capazes de parasitas ruminantes. Para os trés
parasitas, existe uma similaridade no padrdo de RFLP da enzima SSPI e VSPI, com trés
bandas visiveis de 449, 267 e 108 pb (figura 35), embora alguns isolados apresentem
produtos da RFLP por Sspl que séo ligeiramente menores daquelas de C. parvum (432 pb
versus 449 pb e 103 versus 108). Todavia, um diagnostico baseado nessas diferencas
observadas em géis de agarose sem a confirmacdo através do sequenciamento, € no
minimo presunsivo. Essa realidade € apenas para 0 uso de enzimas de restricdo, devido
a descricdo de novos gendtipos, mas o0 sequenciamento do gene SSU rRNA, com o0s
primers desenvolvidos por Xiao et al. (1999), continua sendo o mais apropriado para a
caracterizagdo genética de todas as espécies/gendtipos de Cryptosporidium encontradas
em humanos, animais e no ambiente (Sulaiman et al., 1999; Xiao et al., 2001). Um outro
dado interessante sobre o protocolo de Xiao et al. (2001) diz respeito a sua grande
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utilizacdo no meio cientifico para a distincdo entre as espécies/genétipos. A maior parte
dos trabalhos utilizam o locus SSU rRNA e depositam essas seqiiéncias no genBank.
Quando se utiliza outro locus, ndo hd como comparar os resultados obtidos com os que
existem em maioria disponiveis para andlise. Nesse estudo, optou-se pelo uso de
enzimas de restricdo devido a sua vantagem em promover a tipificacdo genética sem a
necessidade do sequenciamento, tornando o processo pratico, rapido e simples de ser
realizado, embora fosse esperado que algumas das possiveis amostras positivas de
Cryptosporidium fossem diferenciadas apenas por sequenciamento.

Nesse estudo, apds a andlise dos resultados e a constatacdo dos recentes dados
descritos acima, o sequenciamento foi realizado; contudo apenas sequéncias parciais
foram obtidas (obteve-se, em média, 300 pb para cada uma das fitas), as quais ndo foram
capazes de diferenciar as espécies/genotipos entre si.

Feng e colaboradores, em marco de 2007, publicaram um artigo cientifico que
descreve o uso da enzima Mboll como sendo capaz de fazer essa diferenciagéo através
de PCR-RFLP utilizando curiosamente o protocolo padronizado por Xiao et al. (2001), o
mesmo usado nesse estudo.

De forma semelhante, Cryptosporidium felis e Cryptosporidium genétipo cervine
nao podem ser diferenciados entre si por PCR-RFLP usando o método descrito por Xiao
et al. (2001), segundo o estudo de Trotz-Williams et al. (2006), que usaram 0 mesmo
protocolo para identificar por PCR-RFLP com as enzimas Sspl e Vspl, isolados de

Cryptosporidium em animais e humanos.

6.7. Espécies e genbtipos de Cryptosporidium encontrados nos bovinos

Os resultados da PCR-RFLP com as enzimas Sspl e Vspl foram compativeis com
a espécie Cryptosporidium andersoni (genoétipo bovino) para 23 amostras (Xiao et al.,
1999a; Xiao et al., 1999b; Xiao et al.,, 20001), com Cryptosporidium bovis para trés
amostras e com Cryptosporidium parvum (genétipo bovino) para uma amostra.

Recentes estudos (Feng et al., 2007) demonstraram que produtos amplificados no
locus SSU r-RNA pela metodologia adotada de Xiao et al. (2001), quando clivados com as
enzimas Sspl e Vspl, produzem um padrdo de restricdo que ndo é capaz de diferenciar
entre si Cryptosporidium parvum (genétipo bovino), Cryptosporidium bovis e
Cryptosporidium gendétipo deer-like, pois essas trés espécies/gendétipos apresentam sitios

de restricdo absolutamente idénticos. O mesmo tamanho de bandas visualizadas no gel
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de agarose pode ser observado quando encontrado qualquer um desses Cryptosporidium
spp. Esse recente dado tem grande significado, uma vez que as analises de prevaléncia
de Cryptosporidium que utilizaram esse o protocolo de Xiao et al. (2001) para a
caracterizacdo genética por RFLP, podem ter subestimado a presenca de algumas
dessas espécies/gendtipos. Em uma amostra do presente estudo, que apresentava
padrdo de restricdo compativel com C. parvum, C. bovis e C. gendtipo deer-like, néo foi
possivel obter a diferenciacdo. Dessa forma, ndo pode ser descartada a possibilidade de
C. gendtipo deer-like nos animais do presente estudo.

A presenca da espécie Cryptosporidium bovis (antigamente chamado de C. bovino
gendtipo B) e de Cryptosporidium genétipo deer-like foi descrita em bovinos
primeiramente nos Estados Unidos (Santin et al.,, 2004; Fayer et al., 2005). Essas
espécies/genotipos estdo presentes em taxas variadas no rebanho bovino, embora na
maior parte das vezes, em pequenas proporcoes.

Recentes estudos tem relatado a presenca em outras localizagbes geograficas,
como por exemplo na Hungria (Plutzer & Karanis, 2007), Irlanda (Thompson et al., 2007),
Dinamarca (Langkjaer et al., 2007) e em amostras ambientais no Canada (Ruecker et al.,
2007). A prevaléncia e caracterizacao genética de Cryptosporidium spp. recuperados de
fezes de bovinos em outras areas do mundo, estdo sendo determinadas para confirmar se
essa situacao ocorre em outras na¢des (Robinson et al., 2006).

A susceptibilidade da infeccdo por Cryptosporidium spp. em bovinos esta
relacionada a idade do hospedeiro. Nos estudos Santin et al. (2004), C. parvum constituiu
100% das amostras identificadas de bezerros com 1 e 2 semanas de idade e 60—90% das
amostras de bezerros com idade superior a 2 meses. Plutzer & Karanis descreveram em
seus estudos que das 22 amostras positivas para Cryptosporidium spp. submetidas ao
sequenciamento genético, 21 eram C. parvum (95,4%) e Cryptosporidium genétipo deer-
like apenas a outra amostra restante. Thompson et al. (2007) detectaram na Irlanda, cerca
de 95% de bezerros abaixo de 30 dias de idade parasitados com C. parvum. Santin et al.
(2004), detectaram C. parvum como responsavel por cerca de 85% das infeccbes em
bezerros antes do desmame (0-2meses), mas apenas por 1% das infec¢cdes em bezerros
e novilhas apds o demame, com 3-11 meses de idade. Esses ultimos animais e novilhas
(1-2 anos de idade) séo infectados com maior frequencia por C. bovis, C. andersoni e
Cryptosporidium deer-like genétipo (Fayer et al., 2006 and Santin et al., 2004). Trotz-
Williams et al. (2006), selecionaram 44 amostras positivas de Cryptosporidium spp.

obtidas de bezerros (7-21 de idade) com e sem diarréia, e constaram que 100% dos
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animais estavam parasitados com C. parvum (analise do gene COWP e Ssu r-RNA) . No
presente estudo, dos cinco animais positivos para Cryptosporidium spp. na faixa etéria de
0-2 meses de idade, nenhum estava parasitado por C. parvum.

A maior taxa de ocorréncia de C. bovis € em bezerros apds-desmama (3-11
meses). Santin et al. (2004) diagnosticaram C. bovis em 9% e 55% das amostras
positivas originadas de bezerros em idade de pré-desmame e poés-desmame,
respectivamente. No presente estudo, C. bovis foi identificado em 20% (1/5) dos animais
parasitados na faixa etdria de 0-2 meses de idade; e em 5% (1/20) dos bezerros
parasitados na faixa etaria de 2 — 6 meses.

A presenca e disseminacao de C. bovis e Cryptosporidium genétipo deer-like em
bovinos leiteiros de 12-24 meses de idade néo tinha sido descrita anteriormente (Fayer et
al., 2006). No presente estudo, animais nessa faixa etéria estavam apenas parasitados
por Cryptosporidium andersoni.

Estudos similares da determinacdo das espécies e genétipos de Cryptosporidium
descreveram que bezerros pré-desmame eram a fonte primaria da espécie zoondtica
Cryptosporidium parvum, enquanto que bezerros pés-desmame e novilhas (1-2 anos de
idade) foram primariamente infectados com espécies e gendtipos que ndo séo infectantes
para humanos (Santin et al., 2004 ; Fayer et al., 2006).

A cryptosporidiose bovina, caracterizada por diarréia aquosa profusa é
frequentemente causada por C. parvum, enquanto que as infeccées com C. bovis e C.
andersoni geralmente ndo provocam doenca (Robinson et al., 2006; Fayer et al., 2005).
Entretanto, as infec¢des crbnicas provocadas por C. andersoni podem causar gastrite
aguda, reducdo na producdo de leite e reducdo no ganho de peso e dessa forma
possuem um elevado impacto clinico e econdmico.

E possivel que Cryptosporidium genétipo deer-like encontrado em bovinos nos
Estados Unidos possa também ocorrer no Brasil, entretanto, como nao foi possivel a
distincdo entre C. parvum, C. bovis e C. gendtipo deeer- like por PCR-RFLP em uma
Unica amostra; e desde que néao foi possivel através do sequenciamento obter sequéncias
nucleotidicas capazes de proporcionar a diferenciacdo dos mesmos, isto ndo pode ser
verificado por completo.

E importante observar que tanto C. bovis, quanto C. genotipo deer-like, parecem
estar presentes em taxas variadas no rebanho bovino dos EUA (Santin et al., 2004; Fayer
et al., 2006). No Brasil, o presente estudo foi o primeiro a relatar a infeccdo por

Cryptospordium bovis em ruminantes. A auséncia de informac6es sobre Cryptosporidium
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bovis e Cryptosporidium deer-like em paises da America do Sul pode ser explicada
porque: (i) a maior parte da caracterizacdo molecular dos isolados de Cryptosporidium
envolveram bezerros neonatos e ndo animais de todas faixas etarias; (ii) o tamanho dos
oocistos de Cryptosporidium bovis e C. genétipo deer-like sdo similares em tamanho
aqueles descritos para C. parvum ndo permitindo a diferenciacéo por microscopia éptica.

A maior parte dos estudos publicados sobre a prevaléncia de Cryptosporidium spp.
em bovinos no Brasil e no mundo foram baseados na identificacéo de oocistos através da
microscopia optica e ndo utilizaram métodos moleculares que permitiriam a identificacao
das espécies e gendtipos (Quilez et al., 1996; Guimardes et al., 2001; McAllister et al.,
2005).

6.7.1. Cryptosporidium andersoni

No presente estudo, a ocorréncia de C. andersoni nos animais foi de 11,5%
(23/200), dado esse que esta de acordo com os obtidos por Robinson et al. (2006), que
identificaram 16,8% (17/101) de bovinos leiteiros adultos positivos em uma Unica fazenda
no Reino Unido, entretanto abaixo dos 40% encontrado por Kvac & Vitovec (2003) em
bovinos adultos de exploracdo de carne. A ocorréncia dessa espécie de acordo com a
guantidade de animais positivos alcancou 82% (23/28).

C. andersoni possui maior prevaléncia em novilhas (1-2 anos) e bovinos adultos,
(Kvac and Vitovec, 2003; Santin et al., 2004; Robinson et al., 2006; Fayer et al., 2006).
Nos estudos de Fayer e colaboradores (2005), C. andersoni foi diagnosticado em 46%
dos animais com idade superior a 1 ano. Nesse estudo, 4%(4/100) e 17% (17/100) dos
bezerros de 0-2 meses e 3-6 meses estavam parasitados por C. andersoni,
respectivamente. Enquanto que a porcentagem relativa ao numeros de animais
parasitados por Cryptosporidium spp. na faixa etaria de 0-2 meses e de 3-6 meses foi de
16% (4, do total de 21 animais nessa faixa etaria) e 21,5% (17, do total de 79 animais
nessa faixa etaria), respectivamente. Dos quatro bezerros positivos que apresentavam
diarréia, 2 estavam parasitados por Cryptosporidium andersoni. A identificacdo de C.
andersoni como uma espécie altamente prevalente infectando bovinos de todas as
idades, claramente resulta na necessidade de outros estudos detalhados da ocorréncia
dessa espécie em bovinos de diferentes regides do pais para se verificar se no Brasil,
como ocorre na maior parte do mundo (Ralston et al., 2003; Santin et al., 2004), o quanto

a infeccao por C. parvum é restrita a bezerros mais jovens.
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6.8. ZOONOSE

Embora o gendtipo E de Giardia duodenalis seja observado com maior frequéncia
em rebanhos bovinos ao redor do mundo, a ocorréncia do genétipo A (0 mais comum em
humanos) e B é de grande importancia na saude pulblica. Através de analises
moleculares dos genes presentes no microrganismo, constatou-se que cerca de 20% das
amostras positivas de bezerros para Giardia duodenalis no Canada e Australia
apresentaram seqliéncias nucleotidicas idénticas ao do genétipo A (O’Handley et al.,
2000; Appelbee et al.,, 2003). Esses resultados sugerem que bezerros, embora
primariamente infectados com o genétipo animal-especifico, possam também ser
infectados com um genétipo potencialmente infeccioso para humanos, especialmente
considerando-se que algumas das mais altas taxas de prevaléncia do gendtipo A sdo em
areas de grande populacdo humana, levando a possibilidade desses organismos serem
transmitdos entre humanos e animais, mantendo dessa forma o nivel alto desse gendtipo
((van Keulen et al., 2002; Appelbee et al., 2003; Trout et al., 2006.)

No presente estudo, apenas dois animais (menos de 13%) apresentavam
gendtipos com capacidade zoonética (um animal do A e um outro do B) e mais de 80%
dos bovinos estavam parasitados com o genétipo hospedeiro-especifico E. Com base
nesses dados, bovinos (particularmente bezerros, pois 0s genétipos zoondticos foram
isolados desses animais) podem atuar como fontes da infeccdo para humanos, como
descrito em outros estudo ao redor do mundo (Thompson et al., 2000; Trout et al., 2004).

Em paises de pecuaria leiteira ou de corte em sistema de criagdo intensivo
(confinamento), a giardiase e a criptosporidiose € de grande importancia em termos
epidemioldgicos, devido as altas concentragBes de animais em uma pequena area de
terra; e a grande quantidade de fezes que esses sistemas produzem. Existe um potencial
para a contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas através do manejo e
escoamento das pastagens e da utilizacdo das fezes dos animais como adubo organico.
Nesse estudo, os animais parasitados pelos genétipos A e B, habitavam em propriedades
préximos a fontes de agua e que também possuiam outros animais nas suas imediagcdes
(caes, gatos, aves).

Cryptosporidium parvum é um importante e prevalente agente de diarréia em
humanos, se constituindo uma zoonose grave e emergente em decorréncia das altas
taxas de infecgcdo em pacientes imunossuprimidos (Gatei et al., 2003; Guyot et al., 2001).

O contato com bezerros infectados foi implicado como a causa de muitos surtos de
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criptosporidiose em estudantes de medicina veterinaria, profissionais que lidam com
bovinos e criancas que visitaram fazendas recreacionais e acampamentos ou feiras
agropecuérias (Smith et al., 2004). Essa afirmativa foi suportada na Inglaterra por dados
gue demostraram que a restricado a visitas a fazendas durante um surto de febre aftosa e
o sacrificio massivo de animais reduziu casos esporadicos de da infec¢do por C. parvum
em grandes comunidades (Hunter et al., 2003 e Smerdon et al., 2003 citado por Feng et
al., 2007)

No presente estudo, em 90% das propriedades existiam animais positivos para
Cryptosporidium spp., porém em apenas uma delas existia a presenca de
Cryptosporidium parvum, a Unica espécie zoonédtica que comumente € encontrada em
bovinos. A ocorréncia da espécie C. parvum nos animais positivos foi de 4%, com relagéo
a 96% das outras espécies/gendtipos (85% por C. andersoni e 11% por C. bovis).
Observando os 200 animais testados nas 10 propriedades visitadas, apenas um Unico
bezerros estava infectado por C. parvum, o que representa 0,5% (1/200) de ocorréncia.
De acordo com esses dados, cogita-se que bovinos ndo seriam reservatdrios de
Cryptosporidium spp. na regiao de Botucatu e Itatinga, Estado de S&o Paulo. Obviamente,
estudos de prevaléncia longitudinais devem ser realizados para se constatar essa
observacéo.

A presenca de Cryptosporidium parvum foi observada apenas em bezerros. Esses
achados correlacionam-se com os de Fayer et al. (2006) que constatou que nos Estados
Unidos apenas bezerros em idade de pré-desmame (0-2 meses) sdo importantes fontes
de criptosporidiose para humanos.

De acordo com Monis e Thompson (2003), o risco da infec¢do zoon6tica nao pode
ser determinado sem dados da prevaléncia para a espécie/genétipo de Giardia duodenalis
e Cryptosporidium spp. Nao ha nenhuma duvida que determinados genétipos de ambas
as espécies tem potencial para a transmissdo zoondtica, mas a ocorréncia dessas
espécies/gendtipos ainda é pouco conhecida no Brasil. Existe uma necessidade urgente
para novos estudos de epidemiologia molecular nos focos endémicos localizados onde a
freqUiéncia da transmissao zoonotica pode ser determinada (Xiao et al., 2004).

Entretanto, Thompson (2004) retrata que do ponto de vista da transmissdo
zoonotica direta, 0 achado de genétipos semelhantes que estdo dispersos em diferentes
hospedeiros, ndo é por si s6 evidéncia conclusiva que a transmissdo zoondtica esta

ocorrendo. Um melhor entendimento para esse fato pode apenas ser originado em
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estudos no qual se examine a dindmica da transmisséo entre hospedeiros vivendo em
uma mesma area geografica ou localizados em uma area endémica.

No Brasil, onde a maior parte dos bovinos séo criados a campo, o potencial para
gue animais infectados com espécies/gendtipos zoondticos pode ser grande se 0s
mesmos forem capazes de transmitir de alguma forma os (oo)cistos infectantes para o
homem; seja de forma direta ou indireta (pela contamina¢do da agua ou alimento com
fezes infectadas). Embora pareca dificil que humanos possam se infectar com (oo)cistos
através de agua recreacionais (rios, riachos, lagos e cérregos) ou de abastecimento e
suprimento humano contaminada com fezes de bovinos, em paises de primeiro mundo,
cada vez mais sdo detectados surtos de giardiase e criptosporidiose onde a fonte da
infeccdo é atribuida a animais domésticos e silvestres (Olson et al., 2004; Hunter &
Thompson, 2005).

Em um estudo realizado por Hopkins et al. (1997), demonstrou-se que 0 genétipo
nao zoondtico (animal-especifico) predomina entre os caes. Nessa comunidade o contato
de cdes com humanos é restrito e a transmissédo de Giardia ocorre de cdo para cao,
favorecendo a predominéacia dos gendtipos C e D que séo especificos desses animais.
Analisando o pensamento de Thompson (2004) que presumiu que em ambientes onde a
freqUiéncia de transmissdo de diferentes genotipos é alta, interacbes competitivas sao
mais faceis de permitir que o gendtipo hospedeiro-adaptado predomine em sua respectiva
espécie hospedeira, como ocorre com 0 genétipo E em bovinos. Considerando esses
dados para o presente estudo, teoricamente, naquelas propriedades onde os bovinos
estavam parasitados por genétipos zoondticos (A e B) e existia a presenca do outro
genotipo hospedeiros-especifico (E) em outros animais, com o passar do tempo (se 0s
animais ndo forem mais exposto a re-infecdo com esses mesmo genotipos), o gendtipo E
teria predominéncia, uma vez que competiia com o A e B por seu hospedeiro
preferencial, no caso os bovinos.

N&o se sabe se a fonte da infeccdo dos bovinos nesse estudo por parasitas com
genotipos zoonoticos foi humana, animal ou ambiental. Para os Ultimos dois casos, nas
propriedades onde os gendtipos zoondéticos foram isolados, havia a presenca de outros
animais domésticos (caes, gatos, aves) e a mesma ficava proxima a fontes de agua (rio,
corrego).

Em circunstacias onde a infec¢do por Giardia sdo comuns em humanos e animais
(como na comunidade haborigena da Austrdlia, local que representa um foco altamente

endémico da transmisséo de giarida com altas taxas de ocorréncia em criangas e caes,
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frequentemente maiores que 50%), os bovinos poderdo ser igualmente predisposto a
exposicdo regular com ambos genoétipos zoondtico e nédo-zoonotico. Sob essas
condicdes, evidéncias experimentais em caes sugerem que 0 genotiopo hospedeiro-
adaptado ir4, através de competicdo, excluir outros genoétipos prevenindo a colonizacao

deles no intestino do hospedeiro (Thompson, 2004).

6.9. Caracterizacao dos cistos/oocistos observados

Os cistos de Giardia sp. observados ao microscopio Optico apds a técnica de
CFMSZ eram ovais, medindo aproximadamente de 11 a 14 um caracteristicos de Giardia
duodenalis

Para deteccdo de oocistos de Cryptosporidium sp., as amostras foram coradas
com o método de CFCM laminas de esfregacos fecais. Esse método de coloracao foi
preparado com corantes alcool-4cido rapidos que séo baseadas nas propriedades acido
resistentes dos oocistos de Cryptosporidium spp. Através deste protocolo, oocistos de
Cryptosporidium sp., presentes na amostra, podem ser visualizados como pequenos
corpos redondos intensamente corados de vermelhos em contraste com um fundo de cor
azul. Os oocistos de Cryptosporidium sp. encontrados tinham formato redondo, medindo
aproximadamente de 4 a 6um dependendo da espécie. Parte dos oocistos de
Cryptosporidium sp. observados durante a andlise do esfregaco fecal corado com fucsina
carbdlica, foram mensurados e apresentaram em média 5,35 x 5,05 um. Os oocistos de
C. bovis sdo morfologicamente indistinguiveis dos oocistos de C. parvum. A maior parte
dos oocistos observados das amostras positivas, em laminas de esfregaco fecais
coradas, mediam em média 7,75 x 5,5 um, sendo morfologicamente idénticos aqueles
descritos por Lindsay et al. (2000) para Cryptosporidium andersoni.

Durante a analise de laminas derivadas da técnica de centrifugo-flutuacéao
modificada em sulfato de zinco (laminas nao coradas) também foi possivel observar a
presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. (microscopia 6ptica em contraste de fase)

com formato elipsoide e uma fina, incolor e Unica camada que recobre 0s esporozoitos.

6.10. N° de cistos e oocistos na amostra

Um diagndstico positivo de ambos parasitas pode ser determinado pelo achado de

um Uunico cisto de Giardia duodenalis na amostra observado na lamina originada da
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técnica de CFMSZ ou um Unico oocisto de Cryptosporidium sp. observado no esfregaco
fecal corado com fucsina carbdlica. No experimento, as amostras positivas para ambos
parasitas na microscopia, sempre possuiam um numero grande de cistos/oocistos
excretados (classificados como 2+, 3+), sendo poucos 0s casos em que as amostras

possuiam raros parasitas.

6.11. Consideracdes sobre a extracdo do DNA

Amostras fecais tipicamente contem muitos componentes que podem degradar o
DNA e prejudicar as reacfes de PCR, através da inibicdo da atividade da enzima DNA
polimerase. Os atuais métodos de extracdo de DNA de material biolégico fecal, devem
assegurar a remocao dessas substancias, de tal forma que as amostras sejam livres
delas e de outras impurezas (proteinas, nucleases, etanol, etc), particularmente quando
aplicados as amostras clinicas e ambientais (Harmon et al., 2006). Alguns constituintes
presentes nas fezes de bovinos, como bilirrubina, sais biliares, &cidos humicos,
polissacarideos complexos e compostos polifendlicos inibem a reacdo de PCR mesmo
guando presentes em baixas concentracdes (Morgan et al, 1998; Inglis & kalischuk,
2003). Estando os polissacarideos e compostos polifendlicos presentes nas plantas e
sendo as ultimas a principal composicdo da matéria fecal de ruminantes, ndo é surpresa
gue em anos anteriores 0 sucesso da extracdo do DNA de fezes bovinas tenha sido
descrito como insatisfatérios (Monteiro et al., 1997). Muitos métodos utilizando fenol
cloroférmio, polivinil-polipirrolidone, SDS, guanidina ou associa¢fes, foram adaptados
para a extracdo de DNA das fezes (Morgan et al, 1998; Patel et al.; 1999; Amar et al.,
2003; Martellini et al., 2005) entretanto a extracdo organica embora apresente possa
apresentar bons resultados (Zarlenga et al., 1997 citado por Harmon et al., 2006) e custo
relativamente baixo, ndo é capaz de remover completamente as substancias inibidoras.

As variacdes na consisténcia (seca, pastosa,aquosa e com presenca de muco) e
composicdo (fibra versus grdo) das fezes de bovinos sdo variaveis importantes que
devem ser observadas e que possuem impacto na eficiéncia remocéo de inibidores da
PCR e na qualidade do DNA obtido (Inglis & kalischuk, 2003).

A escolha do método de extracdo do DNA das amostras fecais com o kit
QlAamp® DNA Stool foi devidamente estudada, uma vez que varios estudos demonstram
gue 0 mesmo permite uma purificacdo de DNA total rdpida e de execucao pratica, além
de render uma quantidade de DNA eluida satisfatéria e de boa qualidade para as analises
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(Li et al, 2003); sendo capaz de remover efetivamente qualquer substancias inibidoras da
reacdo de PCR em amostras fecais (Alves et al, 2003; Inglis & Kalischuk, 2003; Becher et
al, 2004; Gioffre et al, 2004; Trotz-Williams et al, 2005; Johnson et al, 2005) e por analogia
em fezes ovinas também.

Esse mesmo kit comercial foi comparado com outros quatro kits e com um
processo de extracdo baseado no método de “matrix guanidium isothiocyanate/silica” para
a eficiéncia da extracdo de DNA de amostras fecais humanas e apresentou-se como o
mais eficiente entre os cinco kits testados (McOirrist et al., 2002).

De acordo com Bialek et al. (2002), o limite de detec¢do de oocistos aumenta em
100 vezes quando a ruptura mecanica dos mesmos é realizada através da imersao das
amostras em ciclos de congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. Por
analogia e devido a esse procedimento também ser utilizado em outros estudos
(O"Handley et al., 2000), ele foi adotado nesta pesquisa para o rompimento da parede dos
cistos de Giardia duodenalis e oocistos de Cryptosporidium spp.

A excrecgdo dos cistos de G. duodenalis e oocistos de Cryptosporidium sp. ocorre
de forma intermitente, com a quantidade de parasitas excretados variando de um dia para
o0 outro (Hanson & Cartwright, 2001). Entratanto, muito pouco é conhecido sobre a
distribuicdo espacial dos (oo)cistos nas fezes, e se os mesmo forem eliminados
agregados ou distribuidos irregularmente, a pequena quantidade da amostra fecal usada
para a extracdo do DNA pode gerar um resultado falso-negativo e uma mensuracao
erronea da prevaléncia dessas espécies na populacéo estudada.

Neste estudo foi usada a quantidade de 200mg de fezes para extracdo do DNA
das amostras, conforme orientacdo do fabricante do kit. Mesmo com a quantidade inicial
de apenas 200mg de fezes usadas para a extracdo, o fato de provaveis resultados
negativos possivelmente atribuidos a auséncia de (oo)cistos na aliquota de 200mg da
amostra retirada para a extracdo (embora, por exemplo, no restante da amostras pudesse
haver cistos/oocistos) ndo pareceu ser problema durante o estudo. Neste estudo, foram
usados inicialmente nas técnicas de micoscopia Gptica cerca de 1-2 gramas de fezes para
0 processamento e analise; e em todas as amostras onde foram visualizados (oo)cistos, a
técnica de PCR também foi capaz de amplificar o DNA dos microorganismos. Existe a
posshilidade de aumentar a quantidade da amostra de fezes usada para extracédo (1g),
mas o aumento do tamanho da amostra pode pelo motivos discutidos inicialmente
(inibidores, quantidade de materia vegetal) pode sobrecarregar os passos de purificacéo
(Inglis & kalischuk, 2003). Inglis & kalischuk (2003) também levantam a suspeita de que a
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grande quantidade de matéria vegetal das fezes de bovinos pode contribuir para
significativamente para 0 aumento na presenca de complexos polissacarideos e
compostos polifendlicos (susbtancias inibidoras da reacdo de PCR) e que esse um fator
também limita a biomassa de fezes que pode ser eficazmente processada pelo método de
extracdo do kit QlAamp DNA stool minikit (extragcdo de maior quantidade de matéria
vegetal do que de fezes propriamente dita), mas como contextualizado acima, a auséncia
de amostras positivas na microscopia optica e negativas na PCR prova o contrario.

Neste estudo também foi testado um novo kit comercial para extragdo de DNA das
fezes: E.Z.N.A Stool DNA Miniprep kit - OMEGA®. Esse kit possui 0 mesmo principio de
utilizacdo do kit QlAamp DNA Stool Mini Kit - QIAGEN® e seu custo é comparativamente
menor. Entretanto, resultados obtidos com esse novo kit ndo foram satisfatorios. Metade
das amostras (n=10) que foram submetidas a extragdo com o novo kit falharam, enquanto
gue nao houve falha na extracdo em todas as amostras extraidas com o kit da QUIAGEN.
A falha pode ser comprovada através do nosso protocolo de amplificacdo de DNA
mitocondrial bovino de cada amostra (Martellini et al., 2005).

Por isso, embora os custos fossem menores, optou-se por nao utilizar o novo kit
de extracdo para ndo haver comprometimento dos resultados, além de uma maior gasto
de tempo nas analises, uma vez que caso alguma amostra ndo tenha o DNA mitocondrial
bovino amplificado, uma nova extracédo é realizada, algo que requer tempo e gasto de
material.

Todas amostras negativas para Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. na
PCR, foram submetidas a analise da qualidade da extracdo e para a verificacdo da
possivel presenca de inibidores da reagdo de PCR, realizando-se a amplificacdo do DNA
mitocondrial bovino ou ovino (no caso de amostras de origem ovina). Todas essas
amostras tiveram o DNA mitocondrial amplificado. Aquelas amostras em que o DNA
mitocondrial bovino/ovino n&o foi amplificado, a extragcéo foi processada outra vez.

Nos Ultimos anos muitas metodologias baseadas no DNA tem sido publicadas
para o diagnéstico de virus, bactérias e em grau menor para a deteccdo de DNA de
protozodrios intestinais. O uso dessas técnicas para o diagndstico parasitologico de rotina
€ ainda muito limitado. No passado, o isolamento de DNA, especialmente das fezes, era
problematico e laborioso. Ainda conta o fato de que a amplificacdo e deteccdo de DNA
era extremamente sensivel a contaminagdo, tinha custo muito elevado, consumia
bastante tempo e apenas um DNA alvo poderia ser detectado na reacdo. Para que a PCR

possa ser aceita como uma ferramenta diagndstica de enteropatogenos presentes nas
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fezes, os possiveis problemas durante o processo de extracdo do DNA necessitam ser
superados e em conjunto desenvolvidos métodos de confiaca, rapidos e de facil
execussao para a extragdo de acidos nucleicos amplificaveis por PCR (Inglis & Kalischuk,
2003).

6.12. Comparacdo entre as técnicas de diagndstico

A sensibilidade do exame de uma Unica amostra fecal por técnicas convencionais
de microscopia Optica tem sido demonstrada em varios estudos de ser abaixo do ideal
(Hanson & Cartwright, 2001). Classicamente a sensibilidade depende grandemente do
namero de amostras analisadas, do uso de técnicas de concentracdo fecal e da
habilidade do técnico no reconhecimento das formas parasitarias do microorganismo
(Verweij et al., 2003).

A pobre sensibilidade de uma analise Unica da amostras obtida através do
emprego de métodos tradicionais de diagnéstico de Giardia duodenalis é primariamente
devido a excrec¢do intermitente e/ou aos baixos niveis de excrecdo de cistos do parasita
por pacientes infectados (Hanson & Cartwright, 2001) e é uma das principais razfes para
gue os livros de parasitologia e os manuais de diagnéstico de laboratérios recomendem
gue multiplas e independentes amostras fecais (3 amostras com intervalo de 3 dias entre
cada) sejam obtidas e analisadas.

A deteccdo de G. duodenalis através da microscopia ou ELISA é de valor
epidemioldgico limitado, especialmente em termos da origem da fonte da infeccdo, uma
vez que esses métodos ndo sdo capazes de identificar as espécies/gendtipos dos
microorganismos (Thompson, 2004).

O desenvolvimento de técnicas de maior sensibilidade, como aquelas baseadas
em imunofluoréscencia e biologia molecular, quando comparadas as técnicas
convencionais de microscopia 6ptica, tem geralmente aumentado a sensibilidade da
deteccdo e quantificacdo relativa de (oo)cistos de protozoarios intestinais e podem
permitir que determinagfes das taxas de prevaléncia sejam mais acuradas (Gosh et al.,
2000; O’'Handley, 2002; McGlade et al., 2003).

Técnicas moleculares foram desenvolvidas com o objetivo de fornecer informacdes
sobre as espécies/genétipos de Giardia e Cryptosporidium. Alguma delas sdo baseadas
na PCR em combinacdo com as andlises dos tamanhos dos fragmentos de restrigdo
(RFLP), sem a necessidade de recorrer as técnicas de sequenciamento, que s&o
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normalmente caras e demoradas (Xiao et al., 2001; Amar et al., 2002; Read et al., 2004).
O custo dessas técnicas esta declinado, mas ainda ha necessidade para a dispersao
dessas tecnologias, de forma que esses procedimentos possam ser aplicados
rotineiramente em laboratérios de paises em desenvolvimento, particularmente naqueles
em que existem areas endémicas para as enferrmidades.

A sensibilidade alta da maioria dos metodos de PCR pode, se mal analisada,
apresentar problemas de interpretagdo. Thompson (2004), descreveu esse fato
observando que em um estudo conduzido na Australia, que visava determinar a
prevaléncia de infeccBes parasitarias por Giardia duodenalis, a taxa de prevaléncia
baseda no diagnéstico por microscopia Optica foi de 5%, enquanto que a PCR indentificou
80% de animais infectados, fato esse suportado pela andlise conjunta com a técnica
enzimética de captura de antigeno fecais (McGlade et al., 2003). De forma similar, um
estudo em cdes conduzido na India encontrou uma prevaléncia de 3% usando
microscopia, comparado com 20% pela PCR (Traub et al., 2004). Esses dados néo
podem ser apontados devido a natureza de excrecao intermitente de cistos de Giardia, ou
seja, a diferenca entre resultados obtidos por essas duas técnicas foi marcante devido a
pobre sensibilidade analitica e diagnostca da técnica de microscopia Optica.

Apesar de ndo existir um teste padrdo-ouro para o diagnostico de Giardia
duodenalis e Cryptosporidium spp. em amostras fecais, devido ao caréater intermitente de
excrecao dos parasitas e/ou ao niumero baixo de (oo)cistos passados nas fezes, 0 método
da PCR, recentemente considerada de alta sensibilidade analitica e diagndstica para a
identificacdo de G. duodenalis (Macglade et al, 2003) e Cyptosporidium (Xiao et al., 2001)

em amostras fecais, foi tomada como teste de referéncia.

6.12.1. Microscopia 6ptica x PCR

Um total de 200 amostras foram analisadas para o diagnéstico de Giardia
duodenalis pelo método de microscopia Optica (CFMSZ) e PCR. A analise por PCR
identificou um total de 16 amostras positivas (8% das amostras testadas). Microscopia
detectou 6 amostras positivas (3% das amostras testadas). Nenhuma amostra positiva na
microscopia foi negativa ha PCR. O valor de co-positividade indicou que apenas 37,5%
das amostras podem ser consideradas realmente negativas utilizando o diagndéstico
microscopico através da técnica de CFMSZ. Em consequéncia, 62,5% das amostras
negativas na CFMSZ podem ser falso-negativas (P < 0.0001 considerado significante).
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Resultados discordantes foram observados em 10 amostras (negativas na microscopia e
positivas na PCR). A técnica de CFMSZ nao foi capaz de detectar essas amostras e por
isso foram consideradas “falso-negativas”. Em casos onde o numero de cistos por grama
de fezes é muito baixo, a técnica da PCR é capaz de detectar amostras positivas que
foram consideradas negativas na técnica de microscopia optica. Dessa forma, dez
amostras adicionais foram detectadas.

Com relagdo a comparacgdo entre a microscopia Optica (técnica de CFCM) e PCR
para o diagnéstico de Cryptosporidium spp. em amostras fecais, das 200 amostras fecais
coletadas de bovinos, 17 (8,5%) foram postivas, enquanto que a PCR detectou 28 (14%).
O valor de co-positividade indicou que apenas 60,7% das amostras podem ser
consideradas realmente negativas utilizando o diagnéstico microscépico através da
técnica de CFCM. Em consequéncia, 39,3% das amostras negativas na CFCM podem ser
falso-negativas.

O perfeito funcionamento das reacdes da PCR foi comprovado com a presenca de
controles positivos e negativos em cada andlise e com a amplificacdo do DNA
mitocondrial bovino de cada amostra extraida (comprovando que o resultado “PCR-
negativo” ndo foi devido baixa qualidade do DNA da amostra devido a falhas durante o
processo de extracdo). Todas as amostras que ndo produziram amplicons do DNA alvo
na PCR, ou seja, amostras “PCR-negativas”, foram testadas para a presenca de
inibidores da reacdo de PCR por constituintes fecais com a realizacdo da “spike probe”.
Todas as mostras apresentara-se positivas apés a realizacdo desse teste; evidenciando
dessa forma que ndo houve presenca de inibidores da reacdo de PCR em nenhuma das
amostras.

Neste estudo, e somente para as amostras testadas, podemos afirmar que a
técnica da PCR se mostrou viavel como teste de referéncia para o diagnostico de Giardia
duodenalis e Cryptosporirdium spp. Ela foi suportada com base nos resultados agregados
dos outros métodos empregados neste experimento (todas as amostras positivas na
microscopia 6ptica e ELISA também foram positivas na PCR), no realizacdo de testes
para medir o controle de qualidade da ténica (DNA mitocondrial bovino, controle
positivo/negaticos, “spike probe”) e na extensa descricdo cientifica da eficiéncia da
mesma (Morgan et al., 1998; Gosh et al., 2000; Macglade et al., 2001; Xiao et al., 2001),
comprovando sua maior sensibilidade diagnostica quando se é testada apenas uma

amostra fecal de cada animal.
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Esses resultados sugerem que uma porcentagem de animais (doentes ou sadios)
podem ndao ter sido propriamente diagnosticados, em analises laboratoriais empregadas
rotineiramente com diversas finalidades na medicina veterinaria, se a técnica de
microscopia Optica foi usada como método Unico para diagnéstico de Giardia e
Cryptosporidium.

A eficiéncia da técnica da PCR deve ser analisada através de outros estudos com
diferentes tipos de amostras clinicas e/ou em estudos de infec¢do experimental onde se
pode ter controle sobre a real condi¢cdo dos animais testados.

Em pacientes com giardiase ou criptosporidiose, 0 uso de técnicas de diagnostico
de rotina, como os métodos de concentracdo fecal e os de coloracdo de esfregacos
fecais, podem nao ser capazes de demonstrar a presenca desses microrganismos (Garcia
& Shimizu, 1997).

6.12.2. Microscopia x Ensaio enziméatico

Resultados controversos foram encontrados comparando-se essas técnicas para o
diagnéstico de Giardia duodenalis: cinco amostras foram positivas pelas duas técnicas e
duas amostras tiveram resultados discordantes; sendo que, uma amostra foi positiva pela
CFSZ e negativa no ELISA e a outra amostra negativa no CFSZ e positiva no ELISA. Para
as duas amostras discordantes, a confirmacédo foi suportada pela analise na técnica da
PCR. Apesar da concordancia entre os testes atingir de 99%.

Para o diagnéstico de Cryptosporidium, o teste ELISA obteve resultados inferiores
aos apresentados pelo método de microscopia Optica (CFCM) e PCR, com apenas uma
Unica amostra considerada positiva em contrapartida as 17 apresentadas pela CFCM e 28
apresentadas na PCR. A especificidade do teste ELISA provavelmente foi o fator critico
para esses resultados.

Devido a este motivo, 0 mesmo nao foi usado para comparacdo com as outras
duas técnicas de diagnostico. E provavel que a especificidade deste teste seja nula
guando aplicado em amostras de origem bovina e/ou ovina que estejam parasitadas pela
espécie Cryptosporidium andersoni, como ocorreu com grande parte dos animais desse
experimento. O kit é desenvolvido para teste em amostras fecais humanas e os
anticorpos de captura usados provavelmente foram desenvolvidos para Cryptosporidium
parvum ou outras espécies/gendtipos mais proximamente relacionadas uma vez que

Cryptosporidium andersoni ndo é capaz de parasitar humanos e é uma espécie que
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habita 0 estomago do hospedeiro (e ndo o intestino como C. parvum). Isso pode explicar
a baixa sensibilidade e os resultados negativos do teste em amostras positivas tanto na

microscopia Optica quanto na PCR.

6.12.3. Microscopia x Ensaio enziméatico x PCR

Do total de 200 amostras analisadas para o diagnéstico de Giardia duodenalis pelo
método de microscopia optica (CFMSZ) e Ensaio enzimatico (ELISA), identificou-se um
total de 6 amostras positivas para ambas as técnicas, resultando em uma ocorréncia de
8% das amostras testadas Entretanto os métodos foram semelhantemente incapazes de
detectar 10 amostras que foram positivas pela técnica da PCR. O método
imunoenzimatico ainda teve como agravante a presenca de amostras falso-positivas
(indicada pelos valores do Iindice Elisa e pelo agregamento dos resultados obtidos dos
outros dois testes; tomando a PCR como referéncia). Neste estudo, o teste ELISA para o
diagnéstico de Giardia, obteve resultados de co-positividade e co-negatividade
equivalentes aos apresentados pelo método de microscopia 6ptica (CFMSZ) e inferiores

comparados aos da técnica da PCR.

6.13. Consideracdes sobre a técnica de microscopia 6ptica - CFMSZ

Observou-se que comparativamente com o uso de Sulfato de zinco, a utilizagdo de
acUcar para obtencdo de uma solucéo hipersaturada trouxe resultados pouco satisfatérios
em termos de diagndéstico, uma vez que a solucao final analisada apdés o processo de
centrifugo-flutuacéo, apresenta-se mais escura e com maior numero de detritos e
particulas fecais, impossibilitando a melhor observacdo microscopica dos cistos de
Giardia duodenalis. Dessa forma, realizamos pequenas modificagcbes e adaptamos a
técnica de centrifugo-flutuacdo em Solugdo de Sulfato de zinco (técnica de Faust e
Colaboradores) ao método descrito por Hubber e colaboradores (2003).

Essa adaptacdo emprega uma solucdo hipersaturada de sulfato de zinco no lugar
da solucdo hipersaturada de acgUcar da técnica de centrifugo-flutuagdo modificada em
Solucdo de Sacarose. Ambas possuem o mesmo principio, a saber: flutuagdo de ovos
leves e cistos de protozoarios gracas ao emprego de uma solugédo de alta densidade
especifica. Com a adaptacdo desse protocolo a técnica de Faust e colaboradores,
melhores resultados foram obtidos, pois a solucdo de flutuacdo que é analisada ao
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microscéopio € mais limpida e clara, livre de maiores detritos fecais e desta forma de
melhor uso para as analises.

A mudanca ndo modificou nenhuma metodologia quanto & comparagdo entre a
microscopia oOptica e as outras técnicas de diagnostico, uma vez que apenas houve a

substituicdo de uma solugcdo empregada por outra (sulfato de zinco no lugar de agucar).

6.14. Consideracfes sobre o método Imunoenzimético -ELISA

A disponibilidade de kits comerciais baseados em principios imunoenzimaticos
(ELISA) para o diagndstico de antigenos Giardia-especificos presentes em amostras
fecais tem providenciado uma atrativa e potencialmente alternativa aos métodos
microscopicos par ao diagnostico da giardiase. Um namero grande de avalia¢des clinicas
e experimentais desses kits ELISA demonstraram que eles sdo praticos, rapidos, de facil
realizacdo e talvez mais importante, possuem um custo-beneficio bom para detectar a
infeccdo por Giardia duodenalis (Garcia & Shimizu, 1997; Hanson & Cartwright, 2001).

A sensibilidade desses kits ELISA em vérios estudos tem sido descritas como
comparaveis e em muitos casos superiores do que os métodos de microscopia (Garcia et
al., 1992; Mank et al., 1997). Entretanto, kits comerciais ELISA para o diagnostico de
antigenos fecais de Giardia e Cryptosporidium j& foram descritos de ter problemas com a
sensibilidade e especificidade (Johnston et al.,, 2003), resultando em significantes
numeros de resultados falso-positivos e falso-negativos. Johnston e colaboradores (2003)
observaram que o0s ensaios imunoenzimaticos utilizando kits comerciais para o
diagnéstico de Giardia e Cryptosporidium geralmente detectam amostras positivas com
>175 organismos/10ul, frequentemente havendo falhas na detecgdo de amostras com
baixo nimero de parasitas.

Hanson & Cartwright, 2001 confirmaram a superior sensibilidade do método
imunoenzimatico comparado as técnicas tradicionais de microscopia Optica para o
diagnéstico de Giardia duodenalis em amostras fecais humanas de pacientes
sintoméaticos e assintomaticos. Os autores entretanto consideram que a utilizacédo de kits
ELISA em Unica Unica amostra fecal pode ser preferivel em ambientes onde a prevaléncia
de infeccdes parasitarias intestinais é baixa e onde o patégeno intestinal primario
indentificado é Giardia (em paises de primeiro mundo, ndo parecendo ser 0 caso dos

animais desse experiemnto, ja que a causa de diarréia em bovinos pode ser atribuida a



105

outros patdgenos intestinais, como helmintos strongylideos e coccideos, presentes em
35% e 33% nos animais desse estudo, respectivamente).

Em ambientes com alta prevaléncia de infec¢bes parasitarias, ou para individuos
gue estdo em risco crescente a exposicdo a giardiase (como no caso de bovinos
susceptiveis em 80% das propriedades onde ocorreram infecgdes por Giardia), a analise
de uma Unica amostra fecal pela técnica de ELISA nao é suficiente para excluir a
possibiliade da infeccdo por G. duodenalis, recomendando-se nesses casos, que duas
amostras fecais sejam submetidas ao laboratério e testadas por ELISA, com a andlise da
segunda amostra sendo realizado, caso a primeira render um resultado negativo (Hanson
& Cartwright, 2001). No presente estudo apenas uma Unica amostra fecal foi analisada
por ELISA, o que pode explicar os resultados equivalentes dessa técnica com a de
microscopia optica para o diagnostico de Giardia.

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, onde nenhuma das 23
amostras positivas na PCR para Cryptosporidium andersoni foi positiva no ELISA, no caso
da andlises de amostras originadas de ruminantes domésticos (bovinos, ovinos e
caprinos) que podem estar parasitados por C. andersoni, o kit ELISA (techlab) ou outros
equivalentes que usem o mesmo principio, deve ser usado criteriosamente (ou nao
devem ser usados) como método Unico ou teste “screening” para o diagnéstico de
Cryptosporidium spp. A interpretacdo dos resultados das amostras pelo kit ELISA pode
ser problematica em algumas ocasides, pricipalmente quando ndo se dispde de
aparellhos para leitura da absorvancia das amostras, deixando os resultados dependentes
apenas com base na intensidade de cor observada nos pocos da placa.

Devido a baixa intensidade de cor produzidas nos pocos da placa do kit por
algumas amostras sabiamente positivas, sobretudo porque a intensidade de cor do
controle positivo € sempre muito mais forte do que qualquer uma das amostras testadas,
os resultados de absorvancia séo fundamentais para confirmar tais infeccoes.

Sobretudo porque que a intensidade da coloracao nao é proporcional ao numero
de parasitas presentes na amostra, como ja se é estabelecido pelo manual do kit e como
foi observado neste estudo com base de compara¢cdes com a analise de laminas na
microscopia éptica ou pela leituras dos valores de absorvancia a 450nm das amostras,

sendo fundamental a andlise do Ultimo para verificacdo de resultados confiaveis.
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6.15. Consideragdes sobre a técnica da PCR

Apds o processamento inicial pela PCR utilizando o protocolo para isolamento do
DNA de Giardia duodenalis através do gene GDH (Read et al., 2004), foi observado que
determinadas amostras apresentaram bandas inespecificas no gel de agarose, em
padrdes diferentes dos 430 pares de base das amostras positivas. Essas amostras (n=32)
tinham em comum a presenca em grande quantidade de outro protozoario intestinal
comum em ruminantes, a saber; Eimeira spp.

Através dessa observacdo foi levantada a hipétese que o DNA de Eimeria, co-
extraido na amostra, poderia estar tendo uma amplificacdo inespecifica junto com o DNA
de Giardia duodenalis através do uso dos primers do protocolo utilizado (Read et al.,
2004). Essas bandas inespecificas ndo atrapalharam o padrdo de diagndstico das
amostras (pois nenhuma banda se apresentou préxima aos 432 pb das caracteristicos de
bandas positivas). O controle positivo uitlizado era de uma mostra de origem canina com
grande quantidade de cistos apresentados na microscopia (4+) que ndo apresentava
bandas inespecificas. A especificidade desse PCR foi testada usando DNA extraido de
Crytptosporidium parvum, Isospora e fezes humanas normais (Read et al, 2004). Apesar
de amostras bovinas serem utilizadas, ndo se sabe se as mesmas continham oocistos de
Eimeira spp., e se o autor teve os problemas com bandas inespecificas em outras
amostras usando os primers desenvolvidos por ele. A grande vantagem deste PCR-FRLP
€ a habilidade de genotipar os isolados diretamente das fezes sem a necessidade da
propagacdo em vitro através de cultura. Outra grande vantagem pratica é que através da
amplificacdo do gene GDH obtida com os primers deste protocolo e 0 uso da enzima de
restricdo NlalV é possivel genotipar os isolados sem a necessidade de realizar o
sequenciamento genético. Se a digestdo dos produtos da PCR for 6tima, uma facil
interpretacdo dos gendtipos é obtida, frequentemente envolvendo a visualizacdo de um
namero pequenos de bandas no gel. Para comparar os resultados da genotipagem
obtidos do sequenciamento e da PCR-RFLP no gene GDH, o produto de PCR de trinta e
duas amostras fecais foram seqlenciados anteriormente a analise da RFLP. Uma
correlacdo de 100% foi observada entre os resultados obtidos por PCR-RFLP e o
sequénciamento (Read et al., 2004). Desta forma o processo de genotipagem por PCR-
RFLP torna-se muito mais simplificado quando comparado ao do sequenciamento
genético. A técnica de sequenciamento é trabalhosa, laboriosa e possui um alto custo,
pois além da necessidade da purificacdo dos produtos da PCR e do preparo de reacdes
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de sequenciamento, é fundamental um sequenciador automatico. Sendo assim este
protocolo de PCR-RFLP provou ser altamente reproduzivel, tronando-se ideal para
genotipagem de rotina.

Mesmo assim, foi realizada uma nova padronizacéo para a deteccdo do DNA de
Giardia duodenalis através da amplificacdo de um outro gene do microorganismo, a
saber: Gene SSU-rDNA de acordo com Hopkins e colaboradores (1997). A amplificacdo
do DNA de Giardia duodenalis através desse gene e pelo uso de primers especificos
desensenvolvidos por Hopkins e colaboradores foi extensamente usada no meio cientifico
(O'Handley et al., 2000; Read et al., 2002; Berrilli et al., 2004; Trout et al., 2004; Appelbee
et al., 2003; Ryan et al., 2005).

Uma reacao de Nested PCR foi adaptada para aumentar a sensibilidade analitica
e diagnostica dessa reacao, de acordo com um protocolo de reacdo ja estabelecido em
outros relevantes trabalhos publicados (Read et al, 2002; Macglade et al, 2003; Becher et
al, 2004).

A genotipagem por sequencias de DNA derivadas do gene GDH providenciar
informacdes mais detalhadas contendo diferentes gendtipos de G. duodenalis (Read et
al., 2004; Giessen et al. 2006), uma vez que esse gene possui sequencias polimorficas
capazes de diferenciar os genétipos de forma mais precisa. O protocolo de Read et al.
(2004) por exemplo, amplifica 432 pb, enquanto que um dos mais usados protocolos para
deteccdo e caracterizacdo molecular de Giardia usa o gene 18S rDNA com apenas 292
pb (Hopkins et al., 1997). O gene GDH é menos conservado que o 18SrDNA, fazendo-o
possivel distinguir entre os subgrupos dos genétipos A e B.

6.16. Consideracfes sobre o protocolo da PCR utilizado para Cryptosporidium

A existéncia de Cryptosporidium spp. hospedeiro-adaptado e Cryptosporidium
parvum incluindo seus genétipos torna necessario o desenvolvimento de ferramentas
moleculares para determinacdo da diferenciacdo das espécies e/ou gendétipos, e dessa
forma esclarecer o quanto os oocistos de Cryptosporidium encontrados em amostras
fecais de animais sdo de espécies capazes de infectar humanos. Uma dessas
ferramentas, a PCR-RFLP do gene small-subunit (SSU) rRNA tem sido usado com
sucesso por diversos pesquisadores para diferenciar gendtipos e as espécies de
Cryptosporidium parvum em amostras ambientais e em amostras fecais de animais e
humanos (Xiao et al., 1999a; Xiao et al 1999b; Xiao et al., 2001).
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Estudos realizados por Sulaiman e colaboradores (1999) compararam a eficiéncia
da amplificacdo e o potencial de diferenciacdo entre as espécies/gendtipos de
Cryptosporidium de varios protocolos de PCR-RFLP e sequenciamento obtidos dos
principais genes (rRNA, COWP, DHFR, Trap-C1, Trap-C2, Poly-T) e detectaram que o
protocolo desenvolvido por Xiao e colabores (1999) possui melhor sensibilidade (os
primers foram capazes de amplificar o DNA de apenas 1 oocisto), especificidade e
capacidade superior para a melhor distincdo entre as espécies/gendtipos de
Cryptosdporidium. Esse mesmo protocolo foi utilizado no presente estudo.

A Nested-PCR envolve uma etapa secundaria de amplificacdo usando primers
especificos, tendo sido aplicada para aumentar a especificidade e sensibilidade das
reacdes. Classicamente, as reacdes que envolvem uma etapa de Nested-PCR nao séo
recomendadas para o uso em laboratérios de diagnéstico devido principalmente a um
risco de contaminag&o com produtos da PCR. Entretanto, se o devido cuidado for mantido
e se protocolos-padrao para evitar contaminacdes forem estritamente seguidos, a
contaminagdo por produtos da PCR n&o deverdo ser um problema e serdo observados
raramente. O uso de controles negativos na segunda etapa da reacdo (Nested) adicionais

ao controle negativo da primira etapa da reacdo (PCR) sdo fundamentais nestes casos.

6.17. Breve conclusédo observada na comparacéo de técnicas de diagnostico

Para as amostras testadas neste experimento, os resultados demonstraram que a
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Nested- PCR) é o método de deteccéo
mais sensivel para o diagnéstico de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp em
amostras fecais de bovinos. Esse método é capaz de amplificar em milhGes de vezes o

DNA do microorganismo se 0 mesmo estiver presente na amostra extraida.

6.18. Comparacdo das técnicas de diagndstico — outros atributos

6.18.1. Custo

O valor médio de materiais consumidos requeridos para o teste de microscopia
(CFMSZ) é baixo quando comparado ao custo da aquisicdo do teste ELISA, uma vez que
o kit é importado dos Estados Unidos. Os custos de todas as etapas da PCR, desde a

extracdo de DNA, compra de primers especificos, matérias plasticos como ponteiras e
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microtubos, além de todos os outros materiais de consumo utilizados na eletroforese faz
com gue o custos dessa técnica sejam bem mais altos. De acordo com as instru¢des do
fabricante do kit ELISA, nenhum equipamento adicional € requerido para a realizagcdo do
teste, embora um leitor de ELISA seja aconselhado para a leitura da absorvancia das
amostras para que a confirmagdo dos resultados ndo seja apenas visual através da
coloracdo dos pocgos utilizados na placa do kit. Para a técnica de CFMSZ e CFCM um
microscopio Optico se faz necessario e 0 uso de materiais descartaveis como pipetas,
copos plasticos e coadores barateiam a técnica. A técnica de PCR necessita de um
capital de investimento bem maior, assim como requer o0 uso de equipamentos
relativamente caros, como os termocicladores, microcentrifugas, cubas de eletroforese,
transluminador UV, além dos custos com o pessoal técnico que deve ser altamente

gualificado para a realizacéo.

6.18.2. Tempo gasto em cada andlise

A técnica de CFMSZ requer aproximadamente 10 minutos para preparacao e
leitura de 1 Unica amostra. Esse tempo aumenta e substancialmente devendo ser
otimizado de acordo com a quantidade de amostras, uma vez que o técnico ira analisar
visualmente as mesmas no microscépio necessitando de no minimo cinco minutos de
duracao gastos na procura por cistos de Giardia duodenalis em cada slide. Além da etapa
inicial de processamento das amostra, a técnica de CFCM requer o crescimo de
aproximadamente 20 minutos entre a confeccdo do esfregaco fecal e as estapas de
coloracéo da lamina. O exame de esfregacos fecais corados pode levar aproximadamente
dez minutos ou mais, dependendo da qualidade do esfregaco e da experiéncia do
examinador no reconhecimento das formas dos oocistos de Cryptosporidium sp. (Garcia
et al.,, 1992). Segundo Garcia e colaboradores (1992), com aproximadamente 60% do
or¢camento de qualquer laboratério sendo alocado para os profissionais, o tempo-pago de
cada profissional necessério para processar e analisar ao microscopio muitas amostras
suspeitas pode ser significante. Em outras palavras, quando se analisa apenas uma
Gnica amostra, o tempo gasto com as técnicas de microscopia é relativamente curto,
entretanto quanto maior 0 nimero de amostras a serem analisadas, maior sera o tempo
em que o examinador ficara preso as etapas de processamento da técnica e detec¢éo de
formas parasitarias ao microscopio, ndo podendo exercer outra atividade ou ate outros

tipos de analise no laboratério. No caso de muitas amostras, um tempo de descanso para
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0 técnico se faz necessario, devido ao cansaco que a observacao ocular produz nos olhos
do analisador.

O kit ELISA requer pelo menos duas horas e meia para analise. A sua grande
vantagem é que 94 amostras podem ser processadas de uma Unica vez nesse tempo.
Fazendo uma analogia ao niumero de amostras, em menos de 24 horas € impossivel
analisar essa quantidade de amostras pela técnica de mciroscopia Optica (CFMSZ e
CFCM). O tempo gasto do técnico com a manipulacdo e preparacdo dos testes também é
relativamente curto, restando a maior demora em 2 periodos de incubacdo que somam
cerca de 80 minutos, com a vantagem que durante esse periodo o examinador estara livre
para outras atividades. Com o renovado interesse dos laboratérios no treinamento rapido
de profissionais e na reducdo continua de funcionarios, sdo bastante vantajosos o0s
procedimentos de diagnostico que ndo requerem 0 exame extensivo de analises ao
microscopio (Garcia & Shimizu, 1997). Essa é uma das vantagens do método de ELISA,
comparado aos testes baseados na microscopia 6ptica (CFMSZ e CFCM). A extracao do
DNA, preparacao das reacdes de PCR, o periodo em que as amostras permanecem no
termociclador e a eletroforese em gel de agarose da técnica da PCR levam um grande
tempo, com um minimo de 8 horas requeridas para o processamento de uma Unica
amostra. Entretanto, desse total, 0 tempo gasto é quase que totalmente necessitado em
etapas em que o0 técnico ndo precisa estar manipulando a amostra (termociclador e
eletroforese), fazendo com que 0 mesmo tenha cerca de metade desse tempo para outras

atividades no laboratdrio.
6.18.3. Simplicidade da Técnica

A técnica de CFMSZ é um teste simples de ser executado. Nao h&a envolvimento
de equipamentos sofisticados. O Unico requerimento aprofundando dessa técnica, é o
reconhecimento dos cistos de Giardia duodenalis e oocistos de Cryptosporidium sp. por
parte do analisador. Para tal, a vivéncia e experiéncia na area se faz necessério. O kit
ELISA para diagnéstico de antigenos de Giardia e Cryptosporidium em amostras fecais é
facil de ser executado e pode ser conduzido em etapas simples que sdo descritas em
etapas de forma razoavelmente facil de serem compreendidas no seu manual. A técnica
de PCR é, das trés, a mais complexa de se realizar, envolvendo muitos passos
minuciosos durante as varias etapas da extracdo do DNA, preparo das reacdes,

eletroforese do gel de agarose. A escolha do método de diagndstico deve ser averiguada
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por cada laboratério, devendo levar em consideracdo o0 custo dos equipamentos, a

contratacao de pessoal qualificado, ao estado endémico da enfermidade no local, etc.

6.19. Analise dos animais da propriedade de Tupi Paulista —-SP.

A prevaléncia e o significado patogénico das infec¢Bes por protozoarios intestinais
como Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em ovinos tem recebido
comparativamente pouca atencdo no Brasil e em outras na¢cfes. Estudos anteriores que
foram conduzidos para determinar a prevaléncia de Giardia duodenalis e Cryptosporidium
spp. em ovinos baseados no diagnoéstico por microscopia Optica, descreveram
prevaléncias variando de 6% a 38% para Giardia (Olson et al., 1997) e 10% a 55% para
Cryptosporidium spp. (Olson et al. 1997; Causape et al., 2002; Majewska et al., 2000;
Green et al., 2004).

A ocorréncia de Giardia duodenalis (34%) e Cryptosporidium spp. (25%)
observada neste estudo esta de acordo com as descritas por outros pesquisadores (Buret
et al, 1990; Ryan et al., 2005; Santin et al., 2007).

A técnica da PCR demonstrou uma sensibilidade diagnéstica superior quando
comparada a técnica de Ensaio imunoenzimatico (Kit ELISA) para a deteccdo de ambos
parasitas. O diagnéstico de Giardia duodenalis observada em 34% pela PCR versus 27%
por ELISA (teste exato de Fisher, P<0.0001, considerado extremamente significante) e
Cryptosporidium spp. detectado em 25% pela PCR versus 13% por ELISA (P<0.0001,
considerado extremamente significante) constatam a superior sensibilidade das técnias de
amplificacdo do DNA sobre as de captura de antigenos em amostras fecais . Esses dados
estao de acordo com (Macglade et al, 2003), que também analisaram amostras fecais de
animais. Embora os kits ndo sejam desenvolvidos para uso em animais, nesse caso
apresentaram resultados aceitaveis. O uso Unico de kits comercias ELISA para o
diagnoéstico de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de ovinos deve ser
criterosamente avaliado, pois dependendo da endemicidade do rebanho com relacéo a
Cryptosporidium andersoni, o custo-beneficio do kit é insatisfatério, uma vez que como
observado nos resultados das amostras de bovinos, se essa espécies estive presente, 0
numero de resultados falso-negativos é alto.

Prevalencia das infecc¢cBes em cordeiros é significativamente maior do que em
ovelhas (Buret et al., 1990; Xiao et al., 2003; Santin et al., 2007). Isso também foi

observado no presente estudo, onde observamos que com relagdo ao total de animais,
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32% e 22% dos cordeiros e apenas 2% e 3% das ovelhas estavam parasitados por
Giardia e Cryptosporidium respectivamente.

A andlise do parasitismo por Giardia duodenalis em relacdo a faixa etaria dos
animais indicou a ocorrencia em 62,5% (20/32) dos cordeiros de 0-2 meses; em 37,5%
(12/32) dos cordeiros tracadores de 3-5 meses; enquanto que apenas 6,25% (2/32) dos
animais parasitados eram ovelhas. A andlise do parasitismo por Cryptosporidium spp. em
relacdo a faixa etaria dos animais indicou a ocorrencia em 64% (16/25) dos cordeiros de
0-2 meses; em 24% (6/25) dos cordeiros tracadores de 3-5 meses; e em 12% (3/25) das
ovelhas. Infec¢cdes mistas por Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. ocorreram em
12 animais.

Observando o0 manejo dos animais, de acordo com Fernandes, (2006); e
comparando os dados obtidos, pode-se supor que com relacdo a infecgdo de Giardia e
Cryptosporidium nos cordeiros (0-2 meses): (i) as ovelhas poderiam ser a fonte das
infeccdes para os cordeiros mesmo que apenas uma pequena parcela foi diagnosticada
positiva (possivelmente elas estariam cronicamente infectadas), (i) pode ter ocorrido
devido a contaminacdo do pasto, dos locais de alimentacdo, ou por via direta oro-fecal
pelo contado entre animais doentes e animais susceptiveis (iii) a taxa de transmissao de
Giardia e Cryptosporidium spp. € alta em cordeiros, uma vez que permanceram apenas 2
meses no pasto e depois foram sacrificados, (iii) ocorre devido a maior susceptibilidade de
animais novos ao parasitismo. Em relacdo aos cordeiros tracadores, € provavel que se

infectaram durate pastejo ou estabulacao.

6.19.1. Gendtipos de Giardia duodenalis

A caracterizacdo molecular por PCR-RFLP, demonstrou que todos os animais
positivos estavam parasitados por Giardia duodenalis genétipo E (animal especifico).
Esse estudo foi um dos primeiros (se ndo o primeiro, para 0 nosso conhecimento) que
caracterizou geneticamente os isolados de Giardia duodenalis encontrados em ovinos no
Brasil.

Santin et al. (2007) obteve o resultado parecidos com ovinos nos Estados Unidos ,
onde 99% dos animais estavam parasitados com o genoétipo E e apenas 1% com o
gendtipo A. Ryan et al. (2005) detectaram 33 amostras do genétipo E e 11 amostrs do
gendtipo A. Giangaspero et al. (2005) detectaram apresenc¢a de Giardia em 1,5% (5/325)

dos cordeiros em 20 fazendas na Espanha, obtendo desses 5 isolados a caracterizacao
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do gendtipo Al de G. doudenalis. Aloisio et al. (2006), descreveram a presenca do
genotipo B através da PCR e sequenciamento do gene TPI, em um surto de giardiase em
cordeiros em uma propriedade na Italia e caracterizou o agente como Unico responsavel
pela presenca de sinais clinicos nos animais, porem nao conseguiram provar se a
severidade dos sinais e os efeitos patogénicos obsevados eram devido a presenca desse
gendtipo, uma vez que outros estudos ja relatram sinais clinicos de giardiase, porem, sem
a caracterizagdo molecular do genétipo em questao (Olson et al,1997).

Observando esses os dados do presente estudo e os apresentados em outras
regides do mundo, pode-se conlcuir que, em sua maior parte, ovinos podem nao ser fonte
importantes de infec¢cdes zoonéticas por Giardia duodenalis, entretanto estudos de
genética molecular para caracterizacdo dos gendétipos infectando esses animais devem
ser conduzidos em outras regides, para se conhecer qual a real importancia dos ovinos na

epidemiologia da giardiase em humanos.

6.19.2. Espécies/ geno6tipos de Cryptosporidium spp.

Resultados obtidos demonstraram 19 amostras apresentaram perfil de restricao
idéntico ao de Cryptosporidium felis. Entretanto, um novo gendétipo, Cryptosporidium
genotipo cervine, possui 0s mesmos sitios de restricdo de C .felis, de acordo com os
trabalhos publicados por Trotz-Williams e colaboradores (2006), que também utilizaram o
protocolo de Xiao et al. (2001) semelhante a este estudo. Dessa forma, a presenca de
Cryptosporidium genétipo cervine ndo pode ser descartada nos animais do presente
experimento. As outras seis amostras apresentaram o0 seguinte padrao de restricao: 2
amostras compativeis com C. parvum (genétipo bovino), 2 compativeis com C. bovis e
duas nas quais as bandas no gel de agarose apresentaran-se muito fracas
(provavelmente devido a baixa concetracdo de oocistos na amostra e consequentemente
pouca quantidade de DNA de Cryptosporidium) e ndo pode haver a diferenciacao entre
Cryptosporidium pavum, C. bovis e C. gendtipo deer-like.

Cryptosporidium bovis foi primeiramente identificadas em bovinos nos EUA, e
pouco se conhece sobre sua prevaléncia e distribuicdo em rebanhos ovinos na maior
parte do globo e consequentemente no Brasil. Ryan et al. (2005) identificaram C. bovis
(eles descreveram ainda como Cryptosporidium gendétipo bovino B, nomenclatura essa ja
substituida) em 14 amostras nos EUA; enquanto que um isolado com sequéncias muito

semelhantes ao de C. bovis, chamado de C. bovis-like, foi descrito por Santin et al. (2007)
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em 7 ovinos. Interessante que Ryan et al. (2005) ndo observaram isolados de
Cryptosporidium parvum (genétipo bovino) em 60 amostras de cordeiros seqlienciadas na
Australia. De forma semelhante, Santin et al. (2007) detectaram a presenca de apenas 2
isolados de C. parvum (gen6tipo bovino) das 57 amostras seqiienciadas nos EUA.

A primeira descri¢cdo de Cryptosporidium gendtipo cervine foi em cervos e primatas
na América do Norte (Perz & Le Blancq, 2001; da Silva et al., 2003). Recentemente esse
gendtipo vem sendo apontado como como parasita de humanos (Soba et al., 2006) e
ovinos (Ryan et al., 2005; Santin et al., 2007). Fato interessante € que C. gendtipo cervine
foi detectado em 48 das 57 amostras sequienciadas por Santin e colaboradores (2007), o
gue leva a uma prevaléncia de 84% entre os genotipos isolados. Por exemplo, C.
genotipo cervine foi também o mais prevalente 68% (33/57 amostras) nos estudos
conduzidos por Ryan et al. (2005) na Australia.

Se consideramos que as 19 amostras que ndo puderam ser diferenciadas forem C.
cervine gendtipo, a prevaléncia das infec¢des por esse gendtipo nos ovinos desse estudo,
cerca de 76% (19/25), estariam préximas as descritas em outros trabalhos. Dos 27
animais positivos, C. gendtipo cervine estaria presente em 16 cordeiros (0-2 meses), trés
“cordeiros tracadores” (4-6 meses) e trés ovelhas.

Por outro lado, Cryptosporidium felis é a mais prevalente espécie de
Cryptosporidium encontrada em gatos (Monis & Thompson, 2003; Olson et al, 2004;
Santin et al., 2006). C. felis nunca foi descrito em ovinos anteriormente, embora exista
uma descricdo em bovinos (Bornay-Llinares et al., 1999). Porém Mtambo et al. (1996) em
estudos de infec¢do cruzada, infectou experimentalmente por via oral 2 cordeiros, em
idade neonatal, com oocistos purificados de Cryptosporidium spp. isolados de um gato
originado de uma fazenda. Esse animal apresentava oocistos nas fezes de dois tamanhos
diferentes (de 6 a 5 um e 5 a 4.5um). Os ovinos apresentaram nas fezes, no terceiro e
décimo dia pés-infeccdo, oocistos que eram similares em tamanho aos apresentados no
gato. Uma suspensédo de oocistos dos cordeiros foi inoculada em 20 camudongos, dos
guais 19 se tornaram infectados. Uma suspensao de oocistos dos gatos foi inoculada em
10 camudongos, dos quais nenhum se tornou infectado. Embora nesse estudo néo foi
realizada a caracterizagdo molecular dos oocistos, teoricamente C. felis seria infectante
para cordeiros.

Dessa forma, nem a presenc¢a de Cryptosporidium gendtipo cervine e nem a de
Cryptosporidium felis podem ser descartadas nos animais do presente experimento.

Infelizmente, ndo foi possivel de realizar o sequenciamento dessas amostras.
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A maior parte dos isolados de Cryptosporidium cervine genétipo foram
identificados pela PCR-RFLP e sequenciamento do gene 18S rRNA. Trotz-Wlliams et al.
(2005) com base em seus resultados, sugere que para alguns estudos utilizando
protocolos de PCR baseados em outros marcadores genéticos, como o locus COWP, a
auséncia de Cryptosporidium genotipo cervine pode ser explicada pela inabilidade desses
protocolos em detectar esse genotipo.

Os dados obtidos nesse estudo e os demais apresentados, conduzem
primeiramente ao raciocinio de que a maior parte das pesquisas anteriores em que
Cryptosporidium parvum foi descrito parasitando ovinos, estavam baseados apenas na
microscopia Optica, sem a caracterizacdo molecular. Dessa forma, ndo é possivel saber
gual espécie/genodtipo em questao nesses estudos.

Detalhadamente, os estudos de Ryan et al. (2005) observasam que as sequencias
nucleotidicas obtidas de 60 amostras Cryptosporidium-positivas identificaram oito distintos
espécies/gendtipos de Cryptospordium spp. no locus 18SrRNA: C. hominis (uma
amostra), C. andersoni (uma amostra), C. cervine genétipo (33 amostras), C. bovino
genotipo B (14 amostras), C. marsupial genétipo (4 amostras), C. pig genétipo Il (duas

amostras), C. suis (duas amostras), e um novo genétipo nédo identificado (uma amostra).

6.20. Potencial zoond6tico de Cryptosporidium spp. em ovinos

Ovinos ja foram considerados reservatorios de Cryptosporidium spp. para
humanos. Durante a investigacdo de um surto de criptosporidiose em humanos, foram
coletadas amostras fecais de ovelhas que pastavam nas proximidades do local da fonte
de agua a qual acreditava-se ser a origem das infec¢Bes.Observou-se que 70% das
amostras fecais desses ovinos estavam parasitados com Cryptosporidium spp. (Chalmers
et al, 2002).

Cryptosporidium cervine gendtipo possui uma larga escala de hospedeiros
distribuido em uma ampla area geografica, tendo sido descrito em ovinos na Australia e
Estados Unidos, em primatas e cervos na America do Norte e na Republica Checa; e em
humanos no Canadd, Nova Zelandia, Reino Unido, Slovenia e Estados Unidos (Perz and
Le Blancqg, 2001, Ong et al., 2002, da Silva et al., 2003, Ryan et al., 2005; Santin et al.,
2007; Soba et al., 2006). Dessa forma, esse gendtipo pode emergir como um importante
patégeno zoonatico.
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Ryan et al. (2005) e Santin et al. (2007) encontraram Cryptosporidium gendtipo
cervine em altas taxas parasitando naturalmente cordeiros e ovelhas. Fato curioso é que
Ryan e colaboradores, mesmo tendo encontrado prevaléncia de 68% de animais
infectados com C. gendtipo cervine, publicaram o seu estudo com o titulo: “Ovino pode
ndo ser um importante reservatorio zoono6tico para Giardia e Cryptosporidium” (traduzido
pelo autor). E provavel que em 2005, ano da publicacdo do trabalho, poucos ou nenhum
outro estudo tenha detectado taxas de prevaléncia tdo altas em ovinos com um genétipo
capaz de infectar seres humanos.

Green et al. (2004) encontraram uma prevaléncia de 70% de Cryptosporidium spp.
em ovinos no Estado de Sdo Paulo. Embora ndo fosse feita a caracterizacdo molecular
para identificacdo da espécie/gendtipo, esse dado corrabora com o do presente estudo,
demonstrando a alta ocorréncia de Cryptosporidium spp. em ovinos. Cordeiros
naturalmente infectados podem excretar oocistos de forma intermitente por meses (Buret
et al.,1990; Green et al., 2004).

O achado de Cryptosporidium spp. que podem ter capacidade zoonética em
ovinos naturalmente infectados é de grande importancia epidemiolégica, uma vez que
esses animais podem atuar com fonte da infec¢cdo para humanos. Existe a necessidade
urgente de novos estudos de prevaléncia e caracterizacdo genética desses parasitas no
Estado de Sdo Paulo, bem como em outras regifes do pais, com o objetivo de verificar se
em outras propriedades, as taxas de infec¢Bes por Cryptosporidium spp. também séo
altas, e para que sejam tracadas metas para evitar a possivel infeccdo de humanos com

oocistos originados de animais.

6.21. Consideracdes sobre os dados obtidos da propriedade de Tupi Paulista

A caracterizacdo molecular por PCR-RFLP, demonstrou que todos os animais
positivos estavam parasitados por Giardia doudenalis genétipo E (animal especifico).
Esse estudo foi um dos primeiros (se ndo o primeiro, para 0 nosso conhecimento) que
caracterizou geneticamente os isolados de Giardia duodenalis encontrados em ovinos no
Brasil.

Para qualquer uma das duas espécies Cryptosporidium encontrada no atual
experimento (C. parvum, C. bovis), para 0 hosso conhecimento, esse estudo é o primeiro
a promover a caracterizacdo molecular desses parasitas em ovinos no Estado de Séo

Paulo.
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Mesmo nado havendo a diferenciacdo genotipica entre Cryptosporidium felis e
Cryptosporidium cervine genoétipo nesse estudo, essa é a primeira descricao de C. felis
e/ou C. gendtipo cervine em ovinos no Brasil, e a primeira descricdo de espécies e/ou
gendtipos zoonoticos de Cryptosporidium nesse animais, comprovada através da
caracterizacdo genética.

N&o foi possivel obter a comparacdo molecular de Giardia duodenalis e
Cryptosporidium spp. entre ovinos e bovinos, uma vez que os Ultimos ndo estavam
parasitados por esses dois protozoarios intestinais, embora estivessem parasitados por

outros protozodrios intestinais e helmintos.

6.22. Resultados inéditos desse experimento no Brasil

= Caracterizacdo molecular de Cryptosporidium andersoni em bovinos

= Relato de Cryptosporidium bovis em bovinos

= Caracterizacdo molecular de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em ovinos
» Relato de Giardia duodenalis “gendtipo E” em ovinos

= Relato de Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium bovis em ovinos

» Relato de Cryptosporidium genotipo cervine em ovinos
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7. CONCLUSOES

A ocorréncia Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em 10 propriedades de bovinos
leiteiros na regido de Botucatu e Itatinga foi respectivamente: 8% (16/200) e 14%
(28/200).

O diagnéstico de Giardia duodenalis pelas técnicas de microscopia 6ptica, ELISA e PCR
foi obtido em 3% (6/200), 3% (6/200) e 8% (16/200) dos bovinos testados,

respectivamente.

O diagnéstico de Cryptosporidium spp. pelas técnicas de microscopia optica, ELISA e
PCR foi obtido em 8,5% (17/200), 0,5% (1/200) e 14% (28/200) dos bovinos testados,

respectivamente.

O método de ELISA de captura de antigeno fecal deve ser usado criteriosamente (ou
nao deve ser usado) para o diagnéstico de Cryptosporidium spp. em amostras fecais de

ruminantes.

A presenca de cistos de Giardia duodenalis e oocistos de Cryptosporidium spp. na

amostra fecal ndo esta diretamente ligada a ocorréncia de diarréia no hospedeiro.

Os genodtipos encontrados de Giardia duodenalis em bovinos foram: gendtipo “E”
(87,5%), “Al” (6,25%) e “B” (6,25%).

A espécie Cryptosporidium andersoni é a mais prevalente no rebanho bovino da regido

do estudo.

A ocorréncia Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. em ovinos (100 animais) na

propriedade de Tupi Paulista foi respectivamente: 34% e 25%.

O gendtipo “E” de Giardia duodenalis (hospedeiro-especifico) prevaleceu em 100% dos

ovinos infectados.
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= Qvinos sao infectados naturalmente por espécies/genoétipos de Cryptosporidium e

podem atuar como reservatorios da infec¢éo para humanos.

= A técnica de amplificacdo de DNA por PCR apresentou resultados superiores no
diagnostico de Giardia duodenalis e Cryptosporidium spp. nas amostras fecais dos
animais do experimento quando comparada as técnicas de microscopia Optica e ELISA
de captura de antigeno fecal.
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ABSTRACT:- PAZ E SILVA, F.M.; LOPES, R.S.; ARAUJO-JR, J.P. [Molecular detection and genotype
characterization of Giardia duodenalis in dairy cattle in S&o Paulo State.] Detec¢do molecular e
caracterizagdo genotipica de Giardia duodenalis em bovinos leiteiros no estado de S&o Paulo. Departamento
de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus de Botucatu-SP, Distrito de Rubiéo Jinior, s/n°, CEP 18618-000, Botucatu-SP, Brasil.

E-mail: flaviopaz@hotmail.com

The intestinal protozoan parasite Giardia duodenalis has emerged as a widespread enteric
pathogen in human and domestic animals. Currently molecular tools are being employed to
genetically characterize Giardia isolates from different host species. This study was carried out to
determine the occurrence and genotypes of Giardia duodenalis in dairy cattle in ten farms localized
in Botucatu city, Sdo Paulo State, Brazil. In the total, 200 fecal samples had been collected (100
from calves and 100 from adult animals). Diagnosis was determined by three techniques: Modified
zinc sulphate flotation (MZSF), enzyme immunoassay (coproantigen-capture ELISA) and
Polimerase Chain Reaction (PCR). Giardia isolates were characterized by restriction fragment
length polymorphism assay (RFLP) with restriction enzyme Nla IV. Giardia was identified in 80%
(8/10) of farm locations. Of the 200 specimens collected, 16 (8%) had Giardia DNA. Most
infections were genotype E (14 fecal samples) which is not zoonotic; however, one calf was
infected with zoonotic genotype Al and another with B. This study demonstrated that Giardia
infection are present in dairy calves from farm sampled and the genotype E (not zoonotic and host-

restricted to farm animals) is predominant in cattle in this region.
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RESUMO

O protozoério intestinal Giardia duodenalis tem sido descrito com um dos principais
enteropatdgenos encontrado em humanos e animais. Atualmente, ferramentas moleculares tém sido
desenvolvidas para caracterizar geneticamente os isolados desse parasita em diferentes espécies de
hospedeiros. O objetivo desse estudo foi determinar a ocorréncia de Giardia duodenalis e
caracterizar geneticamente os isolados encontrados em bovinos leiteiros originados de 10
propriedades rurais da cidade de Botucatu, Estado de S&o Paulo. No total, foram coletadas 200
amostras fecais (100 de bezerros e 100 de animais adultos). O diagnostico foi determinado por meio
das técnicas de Centrifugo-flutuacdo modificada em sulfato de zinco (CFMSZ), Ensaio
imunoenzimatico (ELISA de captura de antigeno fecal) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
A caracterizacdo genética foi realizada com o emprego da técnica de polimorfismo no tamanho do
fragmento de restricdo (RFLP), utilizando a enzima de restricdo NlalV. Giardia foi detectada em
80% (8/10) das propriedades estudadas. O microorganismo esteve presente em 8% dos animais
(16/200). Trés genotipos de Giardia duodenalis foram identificados: genétipo E (14 amostras), o
qual tem sido descrito infectante apenas para ruminantes; gen6tipo Al (1 amostra) e genétipo B (1
amostra) que sdo infectantes para humanos e outros mamiferos por isso considerados zoondticos.
Esse estudo demonstrou que a infeccdo por Giardia duodenalis esta presente em bovinos leiteiros e

que o gendtipo E (ndo zoondtico) é o de maior predominancia nos animais dessa regiao.

PALAVRAS-CHAVE: Giardia duodenalis, bovinos, PCR-FLP, genétipos

Giardia duodenalis é comprovadamente um patégeno para bovinos leiteiros e de carne
(particularmente em bezerros) causando diarréia, prejuizos na conversdo alimentar, reducdo no
ganho de peso, reducdo na producdo de leite e redugdo no peso das carcagas. Esse parasita foi
descrito por vérios pesquisadores como importante agente de diarréia neonatal em bezerros, sozinho
ou associados a outros patégenos (Olson et al., 1995; Trout et al., 2004). G. duodenalis é capaz de
parasitar o trato gastrintestinal de diversos mamiferos domeésticos, silvestres e do homem, sendo um
dos mais prevalentes e importantes parasitas intestinais nesses hospedeiros. O parasitismo por G.
duodenalis vem chamando a atencéo cientifica devido a seu potencial zoonético e pela a capacidade
de bovinos atuarem como fonte da infeccdo para humanos. Recentemente, o0 uso de técnicas
moleculares demonstrou que Giardia duodenalis sdo espécies genéticamente complexas, composta

de populages morfologicamente indistinguiveis, porém com grande diversidade genética (Monis;
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Thompson, 2003). Os isolados de Giardia duodenalis obtidos de amostras fecais de ruminantes,
apesar de morfologicamente semelhantes ao obtidos de varias outras espécies de mamiferos
domeésticos, incluindo o homem, podem pertencer a grupos genéticos hospedeiro-especificos
(gendtipo E) ou a grupos genéticos potencialmente zoon6ticos (genétipo A e B) com possiveis
implicacGes na saude publica (Thompson et al., 2000).

Nesse contexto, objetivou-se determinar a ocorréncia de Giardia duodenalis em 10
propriedades de bovinos leiteiros na regido do municipio de Botucatu, Estado de Sdo Paulo,
caracterizando geneticamente esses protozoarios atraves da técnica de PCR-RFLP.

Foram coletadas 200 amostras fecais de bovinos, sendo 100 de bezerros e 100 de animais
adultos, provenientes de 10 propriedades rurais do municipio de Botucatu. No laboratério, o
diagnostico foi determinado por meio das técnicas de Centrifugo-flutuagdo modificada em sulfato
de zinco (Hubber et al., 2003), Ensaio imunoenzimatico (Kit GIARDIA Il — Techlab, Blacksburg,
EUA) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (Read et al., 2004). A caracterizacdo genética foi
realizada com o emprego da técnica de polimorfismo no tamanho do fragmento de restrigdo
(RFLP), utilizando a enzima de restricdo NlalV (Read et al., 2004). A andlise estatistica foi
realizada com o teste exato de Fischer, com nivel de significancia de 5%.

A ocorréncia de Giardia duodenalis foi de 8% (16/200). O microorganismo esteve presente
em 80% das propriedades (8/10). Das 200 amostras fecais analisadas, seis (3%) foram positivas na
microscopia éptica e ELISA e 16 (8%) na PCR (figura 1).

1 2 3 4 5 6 7 8
|

400 pb

200 pb

100 pb

Figura 1. Anélise de PCR baseado na amplificacdo do gene GDH para Giardia duodenalis. Gel de agarose
1.5% corado com brometo de etidio. Amostras de bovinos. Linha 1: Marcador de peso molecular de 100

pares de base. Linhas 2, 3, 4, 4, 5: Amostras positivas de Giardia duodenalis isoladas de bovinos. Linha 6:
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Controle positivo. Linha 7: Controle negativo da reacdo de PCR. Linha 8: Controle negativo da reacdo de
Semi-Nested PCR.
O diagndstico das infeccdes em bezerros (15/16) foi significativamente maior do que em

animais adultos (1/16), conforme figura 2.

8

2]I||I|I

0-30 31-60 61-90 91-120 121-150 151-180 > 180
(6) (15) (27) (22) (25) (5) (100)

M Giardia duodenalis

N de animais parasitados

*|dade (em dias)

Figura 2. Ocorréncia de Giardia duodenalis de acordo com a faixa etaria dos animais
(O nmero entre parénteses no eixo X das categorias indica a quantidade de animais em

cada categoria)

Trés gendtipos de Giardia duodenalis foram identificados: genétipo E (14 amostras), o qual
tem sido descrito infectante apenas para ruminantes; gendtipo A (1 amostra) e gendtipo B (1
amostra) que sdo infectantes para humanos e outros mamiferos por isso considerados zoon6ticos
(figura 3).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

.

— — — — o A P —
Figura 3. Anélise de PCR-RFLP com a utilizagdo da enzima Nla IV para amostras positivas de Giardia
duodenalis amplificadas no gene GDH (Read et al., 2004). Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.

Linha 1: Marcador de peso molecular de 100 pares de base; Linhas 2, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 e 11: Amostras de
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Giardia duodenalis gendtipo E (70, 105 e 220 pares de base); Linha 3 : Amostra de Giardia duodenalis
gendtipo Al (90, 120 e 150 pares de base), Linha 12: DNA ndo submetido a clivagem com a enzima de
restri¢do (430 pb).

Estudos Norte-Americanos, Australianos e Europeus demonstraram que esse parasita é
altamente prevalente na bovinocultura leiteira e de carne, com taxas de infeccdo tdo elevadas quanto
100% em alguns rebanhos, e relataram uma associacdo entre a infeccdo e a presenca de diarréia e
suas significativas perdas na producdo (Olson et al., 1997; O'Handley et al., 2000; Huetink et al.,
2001; Olson et al., 2004). A ocorréncia de Giardia em bezerros foi de 7,5% (15/200),
significantemente maior do que a presenca em animais adultos 0,5 % (1/200). Esses dados estdo de
acordo com varios autores (Appelbbe et al., 2003; Hunt et al., 2000). No presente estudo, a
porcentagem de bezerros parasitados por Giardia duodenalis apresentando diarréia (17,6%) foi
muito préxima a dos animais parasitados que possuiam fezes de consisténcia normal (14,4%). A
analise de RFLP revelou que 87,5% dos animais positivos apresentavam o genétipo E de Giardia
duodenalis (ndo zoondtico e restrito a ruminantes). Entretanto um bezerro estava parasitado pelo
gendtipo All (6,25 %) e outro pelo gendtipo B (6,25%). De acordo com recentes estudos, a
prevaléncia do genotipo A em bezerros varia consideravelmente em bovinos (O Handley et al.,
2000; Huetink et al., 2001; Alppelbe et al., 2003), podendo chegar até 20% dos animais infectados e
0 mesmo pode estar presente em até 50% das propriedades rurais estudadas (Trout et al., 2004).

Esse estudo contribuiu para a confirmacéo de que na regido de Botucatu, Estado de Séo
Paulo, as amostras de G. duodenalis isoladas de bovinos pertecem, em sua maior parte, ao genétipo
animal-especifico E, 0 mais comumente encontrado em ruminantes em outras partes do mundo. A
presenca do gendtipo A e B em bovinos é de grande importancia epidemiolégica, uma vez que
bezerros infectados com Giardia frequentemente excretam cerca de 10° a 10° cistos/g de fezes.
Dessa forma, mesmo que apenas uma quantidade minima de animais no rebanho esteja infectada
com o geno6tipo A ou B, eles podem representar um significante risco a saude publica. Avaliacdes
epidemiolégicos em outras regides do pais sdo necessarias para a confirmacao de que a presenca do
gendtipo E (animal-especifico) em bovinos ocorre de forma semelhante a observada no presente

estudo.
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