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RESUMO

A infeccdo por Cryptosporidium serpentis em répteis causa gastrite hipertrofica
cronica, regurgitacdo e mortalidade. Este estudo tem como objetivo a montagem,
anotacdo e comparacado do genoma parcial de um isolado brasileiro de C. serpentis,
obtido do sequenciamento do DNA proveniente de oocistos de cobras-do-milho
(Pantherophis guttatus) naturalmente infectadas. O sequenciamento foi feito na
plataforma lon Torrent. A pré-montagem de novo foi realizada com o uso do SPAdes,
seguida de montagem hibrida com o RagTag, usando como referéncia o genoma de
Cryptosporidium muris. A qualidade da montagem foi avaliada pelo QUAST, e a
anotacdo de genes foi realizada pelo AUGUSTUS, ap0s comparacdo com 0s
genomas de Plasmodium falciparum e Cryptosporidium hominis. A montagem gerou
84 scaffolds guiados por referéncia, com ~9,46 Mb, N50 de 738.026 pb, L50 de 5
scaffolds e GC de 28,11%, métricas que sdo compativeis com Cryptosporidium spp.
A validacéao foi realizada por comparacao das sequéncias genéticas de C. serpentis
deste estudo com as sequéncias de publicadas de Cryptosporidium spp. Os

resultados foram sélidos e compativeis com o genoma de C. serpentis.

Palavras-chave: sequenciamento; genoma; Criptosporidiose; répteis.



ABSTRACT

Infection by Cryptosporidium serpentis in reptiles causes chronic hypertrophic gastritis,
regurgitation, and mortality. This study aims to perform the assembly, annotation, and
comparison of a partial genome of a Brazilian C. serpentis isolate, obtained from the
sequencing of DNA extracted from oocysts isolated from corn snakes (Pantherophis
guttatus). Sequencing was conducted on the lon Torrent platform. De novo pre-
assembly was performed using SPAdes, followed by hybrid assembly with RagTag,
using the Cryptosporidium muris genome as a reference. Assembly quality was
assessed with QUAST, and gene annotation was performed using AUGUSTUS,
comparing with the genomes of Plasmodium falciparum and Cryptosporidium hominis.
The assembly generated 84 reference-guided scaffolds, with ~9.46 Mb, N50 of
738,026 bp, L50 of 5 scaffolds, and GC content of 28.11%. The obtained metrics are
consistent with those available for Cryptosporidium spp. Genome validation was
conducted by comparing the gene sequences of C. serpentis from this study with the
published sequences of Cryptosporidium spp. The results were consistent and

compatible with the genome of C. serpentis.

Keywords: sequencing; genome; Cryptosporidiosis; reptiles.
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1 INTRODUCAO GERAL

A criptosporidiose é uma doenca causada por Cryptosporidium spp., que
infecta a superficie de células epiteliais dos tratos gastrointestinal e urinario de
mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes (Ryan, 2010; Ryan; Fayer; Xiao, 2014,
Santin, 2013).

O primeiro relato da infec¢do por Cryptosporidium em répteis foi feito em
1977 por Brownstein, em 14 serpentes de quatro espécies (Elaphe guttata, Elaphe
subocularis, Crotalus horridus e Sanzinia madagascariensis) que apresentavam
gastrite hipertréfica. Em 1980, Levine nomeou o parasito como Cryptosporidium
serpentis, com base no hospedeiro e nos relatos de Brownstein et al. (1977). Nos
répteis, a criptosporidiose possui carater crénico; em serpentes, pode ser letal, ao
contrario da criptosporidiose de aves e mamiferos que, na auséncia de
imunossupressao, € autolimitante (Fayer; Morgan; Upton, 2000).

Os sinais clinicos da doenca consistem em infeccdo gdastrica crbnica
subclinica ou gastrite hipertrofica clinica, com perda de peso progressiva, regurgitacao
apos a alimentacéo, letargia, aumento de volume em regido mediana do corpo e
mortalidade (Brownstein et al., 1977; Godshalk et al., 1986; Carmel; Groves, 1993;
O’Donoghue, 1995; Ramirez; Ward; Sreevatsan, 2004; Xiao et al., 2004).

Cryptosporidium serpentis € transmitido via fecal-oral. Devido ao curso
cronico da infecgéo, os oocistos sao eliminados de forma intermitente pelas fezes
(Graczyk; Cranfield, 1998). A parede do oocisto € formada por uma estrutura
complexa, o que confere a essa estrutura alta resisténcia em condicdes ambientais
(Harris; Petry, 1999). Em criadouros comerciais e conservacionistas de serpentes, 0
controle da criptosporidiose € essencial, por sua caracteristica crénica e debilitante e
pela indisponibilidade de um tratamento efetivo dessa enfermidade (Kimbell et al.,
1999); ainda que, exista um relato de tratamento com o0 uso de paromomicina, em

fases iniciais da criptosporidiose em serpentes (Rivas et al., 2018).
1.1 TAXONOMIA
O género Cryptosporidium, até recentemente, estava classificado como

pertencente a classe Coccidiomorphea; no entanto, esse género apresenta diferencas

em seu ciclo biolégico, quando comparado a outros integrantes da classe
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Coccidiomorphea, como a localizacao epicelular, a formacédo de vacuolo parasitoforo
na superficie da célula, e auséncia de esporocistos (Barta; Thompson, 2006; Ryan;
Hijjawi, 2015; Valigurové et al., 2015; Xiao et al., 2002).

Atualmente, o género Cryptosporidium é classificado como um gregarino,
pertencente ao filo Apicomplexa, classe Gregarinomorphea e subclasse
Cryptogregaria (Ryan et al., 2016). Ha quatro espécies reconhecidas de
Cryptosporidium em répteis. Cryptosporidium serpentis e Cryptosporidium testudines
sdo parasitos gastricos e Cryptosporidium varanii (Cryptosporidium saurophilum) e
Cryptosporidium ducismarci sdo espécies intestinais (Bogan, 2019; Bones et al., 2019;
Slapeta, 2018).

1.2 CICLO DE VIDA

O ciclo de vida de Cryptosporidium spp. pode ser dividido em duas fases:
a fase assexuada inicial, seguida por uma fase sexuada (Figura 1). A transmiss&o, em
mamiferos e répteis, ocorre de forma direta, por via fecal-oral, ou indireta, por
ambientes contaminados com fezes ou conteludo gastrico regurgitado (Bogan, 2019).

O ciclo inicia-se guando um oocisto infectante de Cryptosporidium spp. é
ingerido pelo hospedeiro. Apds a ingestdo, ocorre a excistacdo, com liberacdo de
quatro esporozoitos. Os esporozoitos aderem na superficie da célula (localizacédo
epicelular) e sdo envolvidos pelas microvilosidades, quando h& formacdo de um
vacuolo parasitoforo. Posteriormente, se diferenciam em trofozoito, que inicia a
primeira divisdo mitética (merogonia), tornando-se um meronte, com a formacéo e
liberacdo de oito merozoitos de primeira geracdo, morfologicamente semelhantes aos
esporozoitos. Os merozoitos de primeira geracdo podem realizar outra merogonia,
liberando oito merozoitos de segunda geracdo, ou formar novos merozoitos de
primeira geragado (Pumipuntu; Piratae, 2018; Thompson et al., 2005).

O inicio da fase sexuada ocorre quando 0s merozoitos de segunda
geracdo, apOs parasitarem uma nova célula, se tornam microgamontes que, apos
divisdo celular, originam 16 gametas masculinos (microgametas); alternativamente,
0S merozoitos de 22 geracdo originam 0S macrogamontes que, apds maturacao,
originam o gameta feminino (macrogameta). Os microgametas séo liberados na luz
intestinal e fertilizam os macrogametas, originando o zigoto (Bogan, 2019).

O zigoto maduro origina um oocisto diploide, no qual ocorrera o processo
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de esporulacéo (esporogonia), que consiste em uma divisdo meiotica e duas divisbes
mitéticas, com formacdo de 4 esporozoitos haploides. Ha dois tipos de oocistos:
oocistos de parede fina, que possuem uma parede de apenas uma camada, e oocistos
de parede espessa, com duas camadas. Os oocistos de parede fina existam ainda
dentro do hospedeiros e promovem reinfec¢cdo, enquanto os oocistos de parede
grossa sao eliminados no ambiente (Thompson et al., 2005). Em infec¢des por C.
serpentis, todas as fases do ciclo ocorrem na superficie das células epiteliais gastricas
(Cranfield; Graczyk, 2006).

1.3 GENOMICA DE CRYPTOSPORIDIUM SPP.

O crescente numero de dados gendémicos disponiveis em bancos de dados
sobre Cryptosporidium spp. tem contribuido para os estudos de diversidade genética
e evolutiva de Cryptosporidium spp. Os genes que sao frequentemente utilizados para
a analise molecular de Cryptosporidium spp. sdo o gene 18S rRNA, actina, HSP70 e
GP60 (Morgan et al., 1998; 2000; Xiao et al., 1999).

Os primeiros genomas do género Cryptosporidium sequenciados foram os
de Cryptosporidium hominis e Cryptosporidium parvum (Abrahamsen et al., 2004; Xu
et al., 2004). Desde entdo, o genoma de 17 espécies de Cryptosporidium ja foram
sequenciados e estdo disponiveis no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e no banco de dados CryptoDB (Warrenfeltz;
Kissinger; Eupathdb, 2020). No entanto, ndo ha dados genémicos disponiveis da
maioria das espécies, incluindo C. serpentis (Agyabeng-Dadzie; Xiao; Kissinger,
2024).
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Figura 1 - Ciclo de vida de Cryptosporidium spp.
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Fonte: Adaptado de Barta e Thompson, 2006.

Pesquisas que visam a andlise de diversidade genética de microrganismos
patogénicos, por comparacdo da sequéncia de loci génicos ou por comparacao entre
genomas completos, podem fornecer informacdes relevantes sobre as caracteristicas
bioldgicas, resisténcias medicamentosas, criagcado de vacinas, ou mesmo sobre novas
espécies, gendtipos ou unidades taxondmicas operacionais (OTUs). Da mesma
forma, a disponibilizacdo de sequéncias completas do genoma permite a definicdo de
novos primers que podem ser usados para uso em diagnéstico por PCR e por
tecnologias mais recentes, como 0 sequenciamento de nova geracdo (Blake;
Worthing; Jenkins, 2020; Boulton et al., 2018).

Apesar da importancia de C. serpentis em répteis, ndo ha disponibilidade de

dados relacionados ao sequenciamento do genoma completo dessa espécie.
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1.4 OBJETIVO

Este estudo tem como objetivos a obtencdo da sequéncia do genoma
completo de um isolado brasileiro de C. serpentis e realizar a montagem e anotacao
parcial do genoma, além de comparar os dados obtidos com os dados disponiveis de

outras espécies de Cryptosporidium.
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