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SANTANA, B.N. Validagcdo de um protocolo de nested PCR em tempo real em um
tubo associada a sequenciamento genético para deteccao e caracterizacdo de
espécies e genotipos de Cryptosporidium em amostras fecais de aves. 2021. 52
f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2021.

RESUMO

Protozoarios do género Cryptosporidium infectam o trato gastrintestinal e,
ocasionalmente, os tratos respiratério, biliar e urinario, causando doenca clinica e
subclinica em aves. O diagnostico espécie-especifico da criptosporidiose €
comumente realizado pela nested PCR convencional seguida de sequenciamento
genético. O objetivo deste trabalho foi validar um protocolo de nested PCR em tempo
real em um tubo (NnPCR-TR-1T) seguida da analise da curva de dissociacédo e de
sequenciamento genético para detectar e caracterizar as espécies e gendtipos de
Cryptosporidium em aves. A reacdo foi padronizada com utilizacdo do SsoFast®
EvaGreen Supermix (Bio-Rad) e do equipamento para PCR em tempo real CFX96 (Bio-Rad). Um
total de 443 amostras de DNA gendmico de aves foi analisado pela nested PCR
convencional e pela nPCR-TR-1. Apés a validacdo, a nPCR-TR-1T foi utilizada para
determinar a ocorréncia de Cryptosporidium spp. em frangos de corte em 64 nucleos
comerciais de frangos de corte (NCFC) na regido oeste do estado de Santa Catarina.
Pela nested PCR convencional, foi observada positividade para Cryptosporidium spp.
em 36/443 (8,1%), em contraste com a nPCR-TR-1T, que apresentou 90/443 (20,3%)
amostras positivas para Cryptosporidium spp. O teste de sensibilidade analitica
mostrou que a NPCR-TR-1T detecta aproximadamente 0,5 oocisto (2 esporozoitos)
por reacdo. A avaliacdo da especificidade analitica ndo revelou amplificacdo de
microrganismos que comumente apresentam amplificacédo inespecifica com primers
utilizados para diagnéstico de Cryptosporidium spp. O célculo da repetibilidade
evidenciou 0 mesmo resultado em 27 de 30 amostras (90%). Em relacdo a
reprodutibilidade da nPCR-TR-1T, foi observado o mesmo resultado em 24 das 30
amostras examinadas (80%). Foi possivel realizar o sequenciamento em todas as 90
amostras amplificadas pela NnPCR-TR-1T. As seguintes espécies foram identificadas:

C. baileyi, C. galli, C. meleagridis, C. proventriculi e Cryptosporidium gendétipo | em



aves. O sequenciamento dos fragmentos amplificados pela nested PCR convencional
foi possivel em 10/36 (27,8%) das amostras positivas, com identificacdo das mesmas
espécies identificadas pela nPCR-TR-1T. A ocorréncia observada nos NCFC foi de 0,2%
(1/64), com identificacdo de C. baileyi em uma amostra. Os resultados observados
demonstram que a nPCR-TR-1T, em compara¢dao com a nested PCR convencional,
apresenta mais rapidez para obtencdo dos resultados, menor possibilidade de
contaminag¢do com produtos amplificados e menor consumo de reagentes, pois ela é
realizada em somente uma etapa e os resultados sédo obtidos em tempo real, sem

necessidade de eletroforese em gel de agarose.

Palavras-chave: Biologia molecular. Criptosporidiose. Protozoarios.



SANTANA, B.N. Validation of a one-tube nested real-time PCR assay and genetic
sequencing for detection and molecular characterization of Cryptosporidium
species and genotypes in fecal samples from birds. 2021. 52 f. Tese (Doutorado)
- Faculdade de Medicina Veterindria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
2021.

ABSTRACT

Protozoa of the genus Cryptosporidium infect the gastrointestinal tract and
occasionally the respiratory, biliary, and urinary tracts, causing clinical and subclinical
disease in birds. Species-specific diagnosis of cryptosporidiosis is commonly
performed by conventional nested PCR followed by genetic sequencing. The objective
of this study was to validate a one-tube real-time nested PCR protocol followed by
melting curve analysis and genetic sequencing to detect and characterize
Cryptosporidium species and genotypes in birds. The reaction was standardized using
the SsoFast® EvaGreen Supermix (Bio-Rad) and the CFX96 real-time PCR system
(Bio-Rad). A total of 443 avian genomic DNA samples were analyzed by conventional
nested PCR and one-tube nested real-time PCR. After validation one-tube real-time
nested PCR was used to determine the prevalence of Cryptosporidium spp. in 64
commercial broiler flocks in the western region of the state of Santa Catarina. By
conventional nested PCR, 36/443 (8.4%) samples were positive for Cryptosporidium
spp. In contrast, one-tube nested real-time PCR showed 90/443 (20.3%) positive
samples for Cryptosporidium spp. The analytical sensitivity test showed that one-tube
nested real-time PCR detects approximately 0.5 oocyst (2 sporozoites) per reaction.
Analytical specificity evaluation did not reveal amplification of microorganisms that
commonly present nonspecific amplification with primers used for the diagnosis of
Cryptosporidium spp. The repeatability calculation showed the same result in 27 out of
30 samples (90%). Regarding the reproducibility of nPCR-TR-1T, the same result was
observed in 24 of the 30 samples examined (80%). It was possible to perform
sequencing on all 89 samples amplified by one-tube real-time nested PCR. The
following species were identified: C. baileyi, C. galli, C. meleagridis, C. proventriculi,
and Cryptosporidium genotype | in birds. Genetic sequencing of conventional nested

PCR amplicons was possible in 10/36 (27.8%) of positive samples, with identification



of the same species identified by one-tube real-time nested PCR. Cryptosporidium
spp. prevalence in broiler flocks was 0.2% (1/64), with identification of C. baileyi in one
sample. The results of this study demonstrated that one-tube nested real-time PCR, in
comparison with conventional nested PCR, presents faster results, less possibility of
contamination with amplicons, and lower consumption of reagents, since it is
performed in only one step and the results are obtained in real time, without the need

for agarose gel electrophoresis.

Keywords: Cryptosporidiosis. Molecular biology. Protozoa.
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1 INTRODUCAO

Os protozoarios do género Cryptosporidium pertencem ao filo Apicomplexa,
classe Gregarinomorphea, subclasse Cryptogregaria e familia Cryptosporidiidae
(BARTA; THOMPSOM, 2006; RYAN et al., 2016), apresentam localizacao epicelular,
no epitélio de mucosas, particularmente do trato gastrintestinal (BARTA; THOMPSON,
2006; VALIGUROVA et al., 2008), e ocasionalmente infectam os tratos respiratorio,
biliar (VALIGUROVA et al., 2008) e urinario (TRAMPEL et al., 2000), causando doenca
clinica e subclinica em humanos e diversas espécies de animais (SANTIN, 2013).
Aproximadamente 42 espécies de Cryptosporidium sdo consideradas como validas e
mais de 40 gendtipos foram descritos em diversos hospedeiros vertebrados (FENG et
al., 2018; ZAHEDI; RYAN, 2020).

A técnica universalmente utilizada para o diagnéstico e caracterizacao
genotipica de Cryptosporidium spp. em amostras fecais é a nested PCR convencional
seguida de sequenciamento genético para amplificar um fragmento parcial do gene
da subunidade 18S do rRNA (18S rRNA). Apesar de ser a técnica utilizada na maioria
dos laboratérios de pesquisa e diagndstico de criptosporidiose, a nested PCR
convencional € demorada, pois é realizada em duas etapas, e demanda a realizacao
de eletroforese para visualizacdo do resultado da reacdo, o que resulta em maior
tempo para determinacdo do diagnéstico, maior probabilidade de contaminacdo do
ambiente com amplicons resultantes das duas rea¢des (PCR e nested PCR) e maior
custo de material de consumo.

A PCR em tempo real é um método alternativo a PCR convencional e
proporciona um diagndstico mais rapido e a diminuicdo de possiveis contaminantes
no laboratério. Além disso, ndo é necesséaria a realizacdo de eletroforese para
visualizacéo do resultado, ha possibilidade de visualizac&o de resultados preliminares
antes do término da reacdo e € possivel determinar o grau de infec¢do a partir da
quantificacdo absoluta do DNA amplificado (ARYA et al., 2005).

Uma alternativa a nested PCR convencional € a realizacédo das duas etapas da
reacdo em somente um tubo. Essa técnica é utilizada com menor frequéncia que a
nested PCR em dois tubos, porém ela apresenta sensibilidade semelhante a reacao
realizada em dois tubos, em protocolos de PCR convencional (deteccédo por
eletroforese) ou mesmo em protocolos de PCR em tempo real, para deteccdo de DNA
de bactérias (CHOY et al., 2014), fungos (THONGSRI et al., 2013), virus (ATKINSON
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et al., 2014) ou de vegetais (COSTA et al., 2013). Em relacdo a criptosporidiose,
Minarovicova et al. (2009) desenvolveram um trabalho com a utilizacdo de nested
PCR em tempo real em um tubo (nPCR-TR-1T) para deteccdo especifica de
Cryptosporidium parvum utilizando uma sonda espécie-especifica.

N&o ha estudos relacionados a aplicacéo de protocolos de nPCR-TR-1T para
deteccdo de Cryptosporidium spp. em aves. A validacdo de um teste com esse
objetivo disponibilizaria uma alternativa aos métodos atualmente disponiveis, com alta
sensibilidade, alta especificidade, menor consumo de reagentes, menor possibilidade

de contaminacao e de realizagcdo mais rapida.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criptosporidiose em aves

Em aves, a criptosporidiose constitui-se em uma das principais infeccbes por
protozoarios, se manifestando como doenca de curso agudo nos tratos respiratorio ou
digestivo de varias espécies, dentre as quais 0 avestruz, galinha doméstica, codornas,
perus, faisdes, pavbes e diversas espécies de Passeriformes e Psittaciformes
domésticos e selvagens (SRETER; VARGA, 2000; NAKAMURA; MEIRELES, 2015).

Seis espécies de Cryptosporidium infectam em aves: Cryptosporidium
meleagridis (SLAVIN, 1955), Cryptosporidium baileyi (CURRENT et al.,, 1986),
Cryptosporidium galli (PAVLASEK, 1999; RYAN et al., 2003), Cryptosporidium avium
(gendtipo V de aves) (HOLUBOVA et al, 2016), Cryptosporidium proventriculi
(HOLUBOVA et al., 2019) e Cryptosporidium ornitophilus (genétipo 1l de aves)
(HOLUBOVA et al., 2020). Ainda foram descritos os genétipos |, 1lI, IV, VI, VII, VIl e
IX (SANTOS et al., 2005; MEIRELES et al., 2006; NG et al., 2006; ABE; MAKINO,
2010; HELMY et al., 2017).

Estudos realizados na Australia, China e Nigéria, com diversas espécies de
aves, relatam a prevaléncia da infec¢@o por Cryptosporidium spp. de 4,9% (47/966) a
8,1% (35/434), além de relatarem a deteccao das espécies C. andersoni, C. avium, C.
baileyi, C. galli, C. muris, C. meleagridis, C. proventriculi, C. parvum e os genotipos |
e Il de Cryptosporidium em amostras fecais (NG et al., 2006; QI et al. 2011; BAMAIYI
et al., 2013).
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No Brasil, as primeiras descricdes da presenca de Cryptosporidium em aves
foram feitas por Meireles et al. (1990) e Meireles e Figueiredo (1992). Posteriormente,
foi relatada a ocorréncia de C. baileyi, C. galli, C. meleagridis e dos genatipos I, II, llI
e V em aves domésticas e silvestres (SANTOS et al., 2005; MEIRELES et al., 2006;
SEVA et al., 2011; GOMES et al., 2012; NAKAMURA et al., 2009; NAKAMURA et al.,
2014; EWALD et al., 2017; SANTANA et al., 2018).

Infeccdes por C. baileyi, C. galli, C. proventriculi, C. avium, C. ornitophilus e
pelos diversos gendtipos de Cryptosporidium estdo presentes em uma ampla
variedade de espécies de aves, enquanto C. meleagridis apresenta um niamero mais
restrito de hospedeiros aviarios (SRETER; VARGA, 2000; NG et al., 2006;
NAKAMURA et al., 2009; Ql et al., 2011, HOLUBOVA et al., 2019; HOLUBOVA et al.,
2020). Em relacéo a C. parvum, ha um relato de infec¢éo natural comprovada em aves
em que havia presenca de sinais clinicos (ZYLAN et al., 2008).

Quando o parasitismo é gastrintestinal (C. meleagridis, C. galli e C.
proventriculi), os sintomas podem variar desde diarreia, anorexia, emagrecimento e
vomito crénico (SRETER; VARGA, 2000; MAKINO et al., 2010; RAVICH et al., 2014).

A infeccdo por C. baileyi € considerada parte do complexo respiratorio das
aves, como uma enfermidade priméaria ou secundaria (BLAGBURN et al., 1987). Em
infeccdes respiratérias por C. baileyi, ha acimulo de muco na traqueia, nos pulmdes
€ Nos sacos aéreos, com presenca de sinais clinicos caracterizados por dispneia,
coriza e eventual mortalidade (NAKAMURA; MEIRELES, 2015).

O significado da infeccao por Cryptosporidium spp. no intestino e/ou bursa de
Fabricius permanece indefinido para a maioria das espécies aviarias, embora o
parasitismo intestinal possa resultar em doenca clinica e aumento de mortalidade em
perus e codornas (HOERR et al., 1986) e a infec¢cdo na bursa de Fabricius possa
resultar em imunossupresséo (NACIRI et al., 1989; ELADL et al., 2014).

2.2 Aspectos zoonoticos da criptosporidiose aviaria

A infeccdo em seres humanos comumente é causada por Cryptosporidium
hominis ou por C. parvum, sendo essa Ultima espécie responsavel por infec¢des
zoonoticas (SULAIMAN et al., 1998; FAYER et al., 2000; THURSTON-ENRIQUEZ et
al., 2002; PREISER et al., 2003).
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Cryptosporidium meleagridis apresenta baixa especificidade por hospedeiros,
pois apesar de ser considerado primariamente um parasito de varias espécies de
aves, particularmente de perus (SLAVIN, 1955; SRETER; VARGA, 2000), C.
meleagridis também infecta 0 homem (PEDRAZA-DIAS et al.,, 2020; TIANGTIP;
JONGWUTIWES, 2002; CAMA et al., 2003; GATEI et al., 2003.

A prevaléncia da infeccdo em aves por C. meleagridis ainda € pouco conhecida,
talvez pela necessidade do uso de técnicas de biologia molecular para sua deteccéo.
No entanto, h& relatos de prevaléncia, na Algéria, de 28,9% (26/90) em frangos e
43,9% (25/57) em perus (BAROUDI et al., 2013); na China, de 8,6% (3/35) em galinha
doméstica (QI et al., 2011) e, no Brasil, em galinha doméstica, de 16,2% (57/351)
(EWALD et al., 2017) e 0,5% (1/190) (SANTANA et al., 2018). H& outros trabalhos no
Brasil com descricéo da presenca de C. meleagridis em amostras fecais de calopsita
e de galinha doméstica (HUBER et al., 2007; NAKAMURA et al., 2009).

A infeccdo em humanos por C. meleagridis pode apresentar frequéncia
semelhante ou maior que a infeccéo por C. parvum (XIAO et al., 2001; CAMA et al.,
2003; CHALMERS; GILES, 2010). Estudos utilizando andlise filogenética sugerem
gue ha relacdo entre os isolados de seres humanos e de aves (STENSVOLD et al.,
2014; WANG et al. 2014), demonstrando que C. meleagridis possui importancia em
saude publica.

Santana et al. (2018) descreveram a ocorréncia do subtipo zoonético
[IlgA23G3R1 de C. meleagridis em poedeiras comerciais no Brasil. Esse subtipo havia
sido descrito anteriormente somente na espécie humana (ABAL-FABEIRO et al.,
2013; STENSVOLD et al., 2014).

2.3 Diagnéstico da criptosporidiose

A experiéncia é um fator fundamental para o diagndstico da criptosporidiose,
uma vez que 0s oocistos do género Cryptosporidium sdo pequenos, quando
comparados a outros coccidios, ndo apresentam esporocistos, sao dificeis de serem
visualizados e sdo morfologicamente similares a esporos de fungos e leveduras
(CASEMORE, 1991).

Em amostras com poucos oocistos, € preciso cautela para evitar resultados
falso-positivos em amostras fecais examinadas pelos métodos de diagnostico mais

comuns, como a coloracdo de Kinyoun, coloragcao negativa com verde malaquita ou
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por visualizagdo em microscopia Optica apds concentracdo com solucdes saturadas
de acucar, sulfato de zinco ou cloreto de soédio.

Apesar dos oocistos de algumas espécies apresentarem morfologia e
morfometria distintas, a analise microscopica ndo define a espécie, pelo fato de
apresentarem pequena variacdo morfologica e morfométrica e, em muitos casos,
serem idénticos entre diferentes espécies ou gendtipos (RYAN, 2010). As técnicas
imunolégicas como ELISA de captura e imunofluorescéncia indireta apresentam maior
sensibilidade que as técnicas de coloragcdo, no entanto, 0s antigenos apresentam
reatividade cruzada entre diferentes espécies de Cryptosporidium, ndo sendo possivel
o diagndstico espécie-especifico (JEX et al., 2008).

Para deteccdo e caracterizagdo molecular de Cryptosporidium spp. em
amostras fecais, na maioria das situaces é necessaria a realizacdo da reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) para deteccdo do género e de sequenciamento
genético para identificacdo da espécie. A técnica mais utilizada € a que utiliza a PCR
em duas etapas (nested PCR), em decorréncia de DNA de baixa qualidade ou em
quantidade insuficiente, comumente encontrado nesse tipo de amostra (JEX et al.,
2008). A nested PCR convencional (gene 18S rRNA) seguida de sequenciamento
genético é a técnica mais utilizada para esse fim e permite a classificacéo de todas as
espécies e gendtipos de Cryptosporidium (RYAN et al., 2014). No entanto, € uma
técnica que utiliza duas etapas de amplificacdo, o que demanda tempo, maior
consumo de reagentes e, ainda, h4 maior possibilidade de contaminacdo em
decorréncia da utilizacdo de material da primeira amplificacdo para realizacdo da
nested PCR. Outra desvantagem da nested PCR convencional é a necessidade de
eletroforese em gel de agarose para visualizacdo dos resultados, o que, além de
demandar mais reagentes, aumenta a probabilidade de contaminacdo do ambiente
com produtos da 12 amplificacao.

A PCR em tempo real € um método alternativo a PCR convencional. Essa
técnica tem como caracteristicas um diagnostico mais rapido, diminuigéo de possiveis
contaminantes no laboratorio; visualizacdo do resultado em tempo real, sem a
realizacéo de eletroforese e possibilidade de determinar o grau de infecgéo, a partir
da quantificacéo absoluta do DNA amplificado (ARYA et al., 2005).

Os trabalhos relacionados a PCR em tempo real para diagnéstico de
criptosporidiose indicam que essa técnica apresenta sensibilidade superior a nested

PCR para deteccao de DNA de Cryptosporidium em amostras fecais (SUNNOTEL et
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al., 2006; YANG et al.,, 2009; DE WAELE et al., 2011). Na maioria dos estudos
epidemioldgicos relacionados a criptosporidiose, sdo necessarias técnicas para
deteccédo e identificacdo de todas as espécies/gendtipos de Cryptosporidium ou das
espécies/gendtipos mais frequentes no objeto da pesquisa, como amostras
ambientais, amostras de diferentes fontes de agua ou amostras fecais provenientes
de hospedeiros especificos.

Trés protocolos de PCR em tempo real foram desenvolvidos em nosso
laboratério para diagnéstico de criptosporidiose: 1) deteccéo especifica de C. parvum
em bovinos (HOMEM et al., 2011); 2) reacéo duplex, para deteccéo especifica de C.
galli e Cryptosporidium gendtipo Il de aves (NAKAMURA et al., 2014); 3) deteccao
especifica de C. serpentis em répteis (SILVA et al. 2014). Nos trés protocolos, foi
observada alta especificidade e sensibilidade superior a da nested PCR convencional.
No entanto, esses protocolos séo utilizados somente em situacdes especificas, nas
quais o diagnéstico é limitado a uma situacédo clinica ou a um estudo epidemiolégico
restrito a determinadas espécies do parasito, ja que eles permitem apenas a deteccao
espécie-especifica e ndo podem ser utilizados em estudos epidemiolégicos em que
h& necessidade de técnicas que visam a deteccdo género-especifica e identificacao
da espécie de Cryptosporidium por sequenciamento genético.

A maioria dos protocolos de PCR em tempo real para deteccdo de
Cryptosporidium disponiveis até o momento, para analise de amostras de diversas
espécies de animais e do homem, visa a deteccéo espécie-especifica (HOMEM et al.,
2011; STAGGS et al., 2013; YANG et al., 2013; SILVA et al., 2014; NAKAMURA et al.,
2014). O protocolo desenvolvido por Burnet et al. (2012) permite a deteccao género-
especifica, no entanto, devido ao fato de o tamanho do fragmento amplificado ser
pequeno (~107 pb), ndo ha possibilidade de sequenciamento para identificacdo da
espécie sem realizacdo de clonagem molecular.

Um protocolo de PCR em tempo real foi desenvolvido para o diagndstico
género-especifico de Cryptosporidium, em amostras fecais humanas, com
amplificagédo de um fragmento de ~300 pb do gene 18S rRNA e sequenciamento
genético para identificacdo da espécie de Cryptosporidium (HADFIELD et al., 2011).
No entanto, esse protocolo apresentou amplificacdo inespecifica em nosso
laboratério, em amostras de diversos animais, e em amostras fecais humanas
(STAGGS et al., 2013).



23

A sequéncia dos fragmentos amplificados pela PCR, visando ao diagnéstico
espécie-especifico de Cryptosporidium, deve conter regides conservadas para
anelamento de primers género-especificos e regibes internas polimérficas que
permitam a diferenciacdo entre as diversas espécies e genotipos do parasito, pelo
sequenciamento genético, o que so6 foi possivel, até o momento, com a amplificacéo,
por nested PCR convencional, de fragmentos contendo um tamanho aproximado de
400 pb, principalmente referentes ao gene 18S rRNA (CHALMERS; KATZER, 2013).

Para a realizacdo da PCR em tempo real, € recomendado que o tamanho do
fragmento amplificado seja de, no maximo, 300 pb (ARYA et al., 2005).
Provavelmente, por esse motivo, todos os protocolos para deteccao e identificacao de
Cryptosporidium spp. sao relacionados a PCR ou nested PCR convencionais seguidas
de sequenciamento genético de fragmento parcial do gene 18S rRNA. Esse gene é
universalmente utilizado para esse fim devido a sua composicdo com sequéncias de
nucleotideos altamente conservadas para o todo o género Cryptosporidium
intercaladas com regibes polimérficas, que permitem a identificacdo de
espécies/genodtipos do parasito por sequenciamento genético. Todas as regifes desse
gene que apresentam essas caracteristicas sdo equivalentes a fragmentos maiores
gue 300 pb.

Uma alternativa a nested PCR (convencional ou em tempo real), comumente
realizada em duas etapas e em dois tubos, € a realizacdo das duas etapas da reacéo
em somente um tubo. Essa técnica é utilizada com menor frequéncia que a nested
PCR em dois tubos, porém, ela apresenta sensibilidade semelhante a reacéo
realizada em dois tubos, em protocolos de PCR convencional ou de PCR em tempo
real, para deteccdo de DNA de bactérias (CHOY et al., 2014), fungos (THONGSRI et
al., 2013), virus (ATKINSON et al., 2014) ou de vegetais (COSTA et al., 2013). Em
relacao a criptosporidiose, Minarovi¢ova et al. (2009) desenvolveram um trabalho com
utilizagdo da nPCR-TR-1T para deteccdo especifica de C. parvum utilizando uma
sonda espécie-especifica.

Testes preliminares em nosso laboratério revelaram resultados promissores
com o uso da nested PCR em tempo real com utilizacdo do fluoréforo EvaGreen e
analise da curva de dissociagdo para deteccdo do género Cryptosporidium utilizando
primers que amplificam um fragmento de aproximadamente 434 pb do gene 18S rRNA
e purificacdo do DNA amplificado diretamente da reacao, visando ao sequenciamento

genético. Esses resultados preliminares nos permitiram verificar a viabilidade de
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validac&o de uma técnica que poderia ser utilizada para deteccao e caracterizacéo de
Cryptosporidium spp., em substituicdo a nested PCR convencional, com todas as
vantagens da PCR em tempo real.

A validagéo de um protocolo de nPCR-TR-1T resultaria na disponibilidade de
um novo método de deteccdo de Cryptosporidium spp. em aves e posterior
identificacdo da espécie por sequenciamento genético, fornecendo assim uma
alternativa aos métodos atualmente disponiveis para esse objetivo, com alta
sensibilidade, alta especificidade, com menor consumo de reagentes, menor

possibilidade de contaminacao e de realizacdo mais rapida.

3 OBJETIVOS

Validar a nPCR-TR-1T com utilizacdo de primers género-especificos, do
fluor6foro EvaGreen e da curva de dissociacdo para deteccdo de Cryptosporidium
spp. em amostras fecais de aves.

Padronizar as condi¢des ideais para sequenciamento genético do produto da
NPCR-TR-1T, visando a identificacdo da espécie ou genoétipo de Cryptosporidium.

ApGs a validacdo, utilizar a nPCR-TR-1T para determinar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de frangos de corte na regido oeste do

estado de Santa Catarina.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado apds aprovacgéo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP (Processos FOA n° 280-
2018 e n° 790-2019).

Foram realizadas as etapas para validagéo de protocolos de PCR em tempo
real preconizadas por Toohey-Kurth et al. (2020), na seguinte sequéncia: estudos de
viabilidade, desenvolvimento e padronizacdo da reacdo, determinacdo da
sensibilidade e especificidade analiticas, da sensibilidade e especificidade

diagndsticas, da repetibilidade e da reprodutibilidade.

4.1 Nested PCR em tempo real em um tubo para amplificacdo de fragmento do
gene da subunidade 18S do rRNA

A nPCR-TR-1T tem como objetivo a amplificacdo de um fragmento parcial do
gene 18S rRNA de Cryptosporidium spp. em duas etapas e em um unico tubo. O DNA
amplificado na 12 etapa foi utilizado como molde para amplificacdo, por primers
internos, na 22 etapa, com visualizacdo da amplificacdo em tempo real.

Com auxilio do Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),
os primers da 12 etapa foram definidos com a adi¢cdo de uma sequéncia de 15 e 14
nucleotideos na extremidade 5" dos primers senso e antisenso, respectivamente, que
foram originalmente desenvolvidos por Johnson et al. (1995) (Quadro 1), de modo a
permitir 0 anelamento dos primers a uma temperatura de aproximadamente 10°C
acima da temperatura de anelamento dos primers da 22 etapa (MINAROVICOVA et
al., 2009; ATKINSON et al., 2014; SUN et al., 2017; SHEN et al., 2018). Na 22 etapa,
foram utilizados os primers CPB-DIAGF e CPB-DIAGR (Quadro 1), previamente
desenvolvidos por Johnson et al. (1995) para realizacdo de um protocolo de nested
PCR convencional para deteccéo de Cryptosporidium spp.

Foram realizados testes para a padronizagao das duas etapas da nPCR-TR-
1T. Cada reacédo consistiu em um volume total de 20 ul, com 10 pl de SsoFast®
EvaGreen Supermix (Bio-Rad), 2 microlitros de DNA alvo (DNA gendmico de C.
parvum), 10 a 100 nM de primers (12 etapa) e 100 a 500 nM de primers (22 etapa)

(Quadro 2) e agua ultrapura. As reacdes foram realizadas no sistema para PCR em
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tempo real CFX96 (Bio-Rad), em microplacas para PCR em tempo real (Axygen). A
leitura da fluorescéncia emitida foi realizada a partir da 22 etapa. Foram realizados
também testes com variacdo na temperatura e tempo de extensdo e no numero de
ciclos de cada etapa. O numero de ciclos analisados na 12 e na 22 etapa foi de 10 a
20 e de 30 a 40, respectivamente.

Apols a 22 etapa de amplificacdo, a temperatura de dissociacdo do fragmento
amplificado foi determinada pela andlise de curva de dissociacdo, com temperatura
variando de 65°C a 95°C, incremento de 0,5° C e leitura por 5s.

Os produtos da nPCR-TR-1T foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose para confirmar o tamanho do fragmento amplificado e verificar a presenca de
amplificacdo inespecifica.

Como nédo é possivel estabelecer critérios de eficiéncia da reacdo por meio de
analise de curva padrao, pelo fato dela ser realizada em duas etapas e em um mesmo
tubo, a escolha das melhores condicbes da nPCR-TR-1T teve como critério a
avaliacao da curva de amplificacao (fases exponencial, linear e platd) e da observacgao
de formacéo de picos de temperatura formados por dimeros de primers, na analise da

curva de dissociacéao.

Quadro 1 - Primers utilizados na nested PCR em tempo real em um tubo para
amplificacéo de fragmento parcial do gene 18S rRNA de Cryptosporidium

spp.
Produto
Género Primers Posicéo* Sequéncia5’- 3 amplificado Referéncia
(pb)
nPCRTR1 584-616 GTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTT
Cryptos. | MPCRTRZ | 1010-1040 ACTTTGATTTCTCATAAGGTGCTGAAGGAGT 457 Este trabalho
poridium =S e S A GF 599-619 AAGCTCGTAGTTGGATTTCTG
spp.
—428 Johnson et
CPB-DIAGR | 1006-1026 TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG al. (1995)

*Posicdo de anelamento no gene 18S rRNA de Cryptosporidium baileyi (GenBank AF093495).
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Quadro 2 - Concentracbes dos primers  senso e antisenso utilizadas para a

padronizacdo da PCR em tempo real.

sens':;r/iar?]‘tai;senso 500nM 400nM 300nM 200nM 100nM
500nM 500/500 400/500 300/500 200/500 100/500
400nM 500/400 400/400 300/400 200/400 100/400
300nM 500/300 400/300 300/300 200/300 100/300
200nM 500/200 400/200 300/200 200/200 100/200
100nM 500/100 400/100 300/100 200/100 100/100

ApOs a etapa de padronizagdo, a nPCR-TR-1T foi realizada em um volume total
de 20 ul, com 10 ul de SsoFast® EvaGreen Supermix (Bio-Rad), 0,6 pug/pl de albumina
sérica bovina ndo acetilada (Sigma-Aldrich), 50 nM e 400 nM de cada primer na 12 e
22 etapas, respectivamente, 2 pl de DNA alvo e agua ultrapura. As reacdes foram
realizadas no sistema para PCR em tempo real CFX96 (Bio-Rad), em microtubos para
PCR em tempo real de 0,1 ml (Scientific Specialties). A leitura da fluorescéncia emitida
foi realizada a partir da 22 etapa. A 12 etapa da reacdo consistiu em desnaturacéo
inicial a 98° C por dois minutos, seguida de 20 ciclos com desnaturacdo a 98° C por
cinco segundos e anelamento e extensao simultaneos a 70° C por 30 segundos. A 22
etapa de amplificagéo consistiu em 35 ciclos de 98° C por cinco segundos, anelamento
a 63° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por 20 segundos, seguidos da analise
da curva de dissociacdo do fragmento amplificado, com temperatura variando de 65°C

a 95°C, incremento de 0,5° C e leitura por cinco segundos.

4.1.1 Sensibilidade analitica

A amostra de C. baileyi utilizada para determinacdo da sensibilidade e
especificidade analiticas da PCR em tempo real e da nPCR-TR-1T foi isolada de
amostras fecais de galinhas domésticas comercializadas em uma loja de produtos
veterinérios da cidade de Aracatuba, Estado de Sdo Paulo.

Os oocistos foram purificados por centrifugo-flutuacdo em solucéo de Sheather
e multiplicados por inoculag&o via oral em pintos de corte de dois dias de idade. As
fezes dessas aves foram colhidas do 10° ao 13° dia ap0s a inoculagédo, coadas em

peneiras descartdveis e armazenadas em bicromato de potassio 2,5% a 4°C
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(MEIRELES; FIGUEIREDO, 1992). Posteriormente, os oocistos foram purificados por
centrifugo-flutuacdo em solucdo de Sheather e em solucdo de cloreto de césio
(ARROWOOD; DONALDSON, 1996), tratados com solucdo de hipoclorito de sédio
2% por 10 minutos a 4° C, seguindo-se cinco etapas de diluicdo em PBS 7,4 e
centrifugacéo a 12.000 g por cinco minutos para retirada de residuos de hipoclorito de
sédio. Os oocistos purificados foram ressuspendidos em PBS pH 7,4 e armazenados
a4°C.

4.1.1.1 Sensibilidade analitica em amostras de fezes adicionadas com oocistos

A sensibilidade analitica da nPCR-TR-1T foi determinada utilizando DNA
extraido de oocistos de C. baileyi, que foram adicionados em amostras fecais de
galinhas negativas para Cryptosporidium spp. (por microscopia e nested PCR
convencional), na quantidade de 10° a 10° por grama de fezes. A guantificacdo dos
oocistos foi realizada em camara de Neubauer.

A extracdo de DNA a partir das fezes das aves foi realizada com o ZR Fecal
DNA MiniPrep® (Zymo Research), de acordo com o protocolo do fabricante. As

reagOes foram realizadas em quintuplicata.

4.1.1.2 Sensibilidade analitica em DNA extraido de oocistos purificados

A sensibilidade analitica da PCR em tempo real e da nPCR-TR-1T foi
determinada a partir de DNA extraido de diluicdes contendo 10° a 10° oocistos de C.
baileyi quantificados em camara de Neubauer.

Para extracdo do DNA, os oocistos foram diluidos em solucédo de Chelex 100®
(Bio-Rad) e submetidos a cinco etapas de congelamento em nitrogénio liquido por um
minuto e descongelamento a 99° C, em um termomixer, por trés minutos (DI
GIOVANNI; LE CHEVALLIER, 2005). As reacOes foram realizadas em quintuplicata.

4.1.2 Especificidade analitica
A especificidade analitica da nPCR-TR-1T foi determinada utilizando DNA

gendmico de microrganismos que comumente apresentam amplificacdo inespecifica

com primers utilizados para diagnoéstico de Cryptosporidium spp., incluindo Candida
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sp., Isospora sp. de curios (Sporophila angolensis) e diversas espécies de Eimeria
que infectam a galinha doméstica (E. acervulina, E. maxima, E. tenella, E. mitis e E.

praecox). As reacoes foram realizadas em duplicata.

4.1.3 Repetibilidade e reprodutibilidade

A determinacdo da repetibilidade da nPCR-TR-1T foi realizada utilizando 30
amostras de DNA previamente diagnosticadas como positivas pela nPCR-TR-1T, que
foram testadas trés vezes, pela mesma pessoa, has mesmas condicdes. Para avaliar
a reprodutibilidade do teste, 30 amostras foram examinadas por trés pessoas
diferentes, todas com experiéncia em PCR em tempo real, em dois laborat6rios e com
equipamentos distintos (Sistema para PCR em tempo real CFX96, marca Biorad e

Mastercycler RealPlex, marca Eppendorf).

4.1.4 Sensibilidade e especificidade diagnoésticas

Para determinacdo da sensibilidade e especificidade diagndsticas da nPCR-
TR-1T, amostras de DNA genbémico extraido de amostras fecais individuais de 443
aves das ordens Psittaciformes, Passeriformes e Galliformes (Tabela 1) foram
analisadas pela nPCR-TR-1T e pela a nested PCR convencional para amplificacdo de
fragmentos do gene 18S rRNA, que € reacao considerada como padrdo ouro para
deteccao de Cryptosporidium spp. As amostras de DNA estavam armazenadas a -20°
C, no laboratério de Ornitopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria de
Aracatuba, h4 aproximadamente trés a cinco anos, e sao originadas de pesquisas
anteriores (CAMARGO et al., 2018; FERRARI et al., 2018; SANTANA et al., 2018).

4.1.4.1 NESTED PCR convencional para amplificacdo de fragmento da

subunidade 18S do gene do RNA ribossémico

Para amplificacdo de um fragmento parcial do gene 18S rRNA foram utilizados
0S primers 5 TTCTAGAGCTAATACATGCG3 e 5
CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 3, para a reagao primaria (1325 bp), e %
GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAGS3 e 57 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA
3" para a reacéo secundaria (826-840 bp) (XIAO et al., 2000). Cada reacédo consistiu
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em 22,5 ul de Platinum™ PCR Supermix (Invitrogen), 2,5mM de MgClz, 200 nM de
cada primer, 2,0 yl de DNA alvo e 0,6 ug/ul de albumina sérica bovina ndo acetilada
(Sigma-Aldrich). As amostras foram submetidas a desnaturacao inicial do DNA a
94° C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos, cada um consistindo em desnaturacdo a
94° C por 45 s, 45 s de anelamento a 55° C e 60 s de extenséo a 72° C, com extensao
final a 72° C por 7 min.

Como controles positivo e negativo da reacao foram utilizados DNA gendmico

de C. parvum e agua ultrapura, respectivamente.

4.2 Sequenciamento dos fragmentos amplificados pela nested PCR em tempo

real em um tubo e pela nested PCR convencional

As amostras submetidas a nPCR-TR-1T foram examinadas por eletroforese em
gel de agarose para verificar se havia amplificacdo de fragmentos com tamanho
distinto do esperado para Cryptosporidium spp.

Os produtos da nPCR-TR-1T e da nested PCR convencional foram purificados
com utilizacdo do ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup Reagent (Termofisher
Scientific).

O sequenciamento dos fragmentos amplificados foi realizado com uso do ABI
Prism® Dye Terminator 3.1, em sequenciador automético ABI 3730XL (Applied
Biosystems) pelo Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica (CREBIO) da
UNESP, Campus de Jaboticabal. As reacdes de sequenciamento foram realizadas
nas duas direcbes utilizando os primers CPB-DIAGF e CPB-DIAGR, para a
NPCR-TR-1T e os primers da reacdo secundaria da nested PCR convencional.

4.2.1 Analise filogenética

As sequéncias consenso foram determinadas utilizando o software CodonCode
Aligner v. 8.0.1 (CodonCode Corporation), considerando somente 0s nucleotideos
com qualidade acima de 20, alinhadas com o auxilio dos programas Clustal W
(THOMPSON et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e
comparadas com sequéncias homoélogas disponiveis no GenBank utilizando o Basic

Local Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).
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A analise filogenética foi realizada com auxilio do software MEGA X (KUMAR
et al., 2018), pelo método de maxima verossimilhanca e utilizando o modelo de
substituicdo de Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993).

4.3 Determinacdo da ocorréncia de Cryptosporidium spp. em amostras de

campo

Apés a validagdo, nPCR-TR-1T foi utilizada para determinag¢do da ocorréncia
de Cryptosporidium spp. em amostras de nucleos comerciais de frangos de corte
(NCFC). Um NCFC corresponde a uma unidade fisica de produc¢éo avicola, composta
por um ou mais galpdes que alojam aves da mesma espécie e idade (BRASIL, 2017).
Os NCFC pesquisados estdo localizados na regido oeste do estado de Santa
Catarina.

Inicialmente foi determinado o nimero minimo de NCFC a serem pesquisados
gue sejam representativos da regido para o calculo da prevaléncia. Como nédo ha
dados referentes a prevaléncia de Cryptosporidium spp. em frangos de corte no Brasil,
a taxa de prevaléncia estimada utilizada para o calculo do numero minimo de NCFC
pesquisados foi de 50%. Os outros critérios utilizados para o célculo foram o nimero
de NCFC na regiao (4.857), margem de erro de 10% e nivel de confianca de 95%, de
acordo com os critérios preconizados para calcular o tamanho da amostra com o
objetivo de estimar uma proporcdo simples - prevaléncia aparente (SERGEANT,
2018). Dessa forma, foi definido o nimero minimo de 96 NCFC. Como foi possivel a
colheita em somente 64 NCFC, ndo foi possivel determinar a prevaléncia de
Cryptosporidium spp. e os resultados serdo considerados somente para a
determinacao da ocorréncia de Cryptosporidium spp. na regiao.

O numero de galpdes a serem pesquisados em cada NCFC foi definido de
acordo com Brasil (2016), que estabelece o monitoramento de Salmonella em
estabelecimentos comerciais de aves comerciais, de acordo com a seguinte
estratificacdo: de 1 a 3 galpdes: colheita em 3 galpdes; 4 galpdes: colheita em 3
galpdes; 5 a 10 galpbes: colheita em 4 galpdes; 11 ou mais galpdes: colheita em 5
galpdes. A média de galpdes por NCFC na regido oeste de Santa Catarina é de um

galpéo. Portanto, foram colhidas amostras em 64 galpdes localizados em 64 NCFC.
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Em cada galpdo dos NCFC sédo alojadas de 20.000 a 40.000 aves. Dessa
forma, apos a definicdo do nimero minimo de NCFC e de galpdes por NCFC, foi
realizado o célculo para determinacdo do nimero de amostras a serem colhidas em
cada galpao para detecgcéo da presenca de Cryptosporidium spp. no galpao. Esse
calculo foi realizado considerando uma prevaléncia estimada no galpdo de 10%
(GOODWIN et al., 1996), sensibilidade do teste de diagndstico de 70% e nivel de
confianca de 95%, de acordo com critérios preconizados para determinar o tamanho
de amostras visando a detec¢éo da presenca de um agente no galpéo e considerando
amostras colhidas como pools em uma populacdo com um namero grande de aves
(SERGEANT, 2018).

Para o calculo do numero de amostras em cada galpdo, é necessaria a
determinacdo da sensibilidade do teste diagndéstico a ser utilizado. Mesmo que
técnicas de biologia molecular, entre elas a nPCR-RT-1T, apresentem taxas de
sensibilidade muito superiores as de técnicas de diagnostico microscopico (JEX et al.,
2008), com o objetivo de aumentar a confiabilidade da amostragem, a taxa de 70% de
sensibilidade do teste diagndstico foi adotada para o efetuar o célculo do niamero
minimo de amostras para deteccdo de Cryptosporidium em cada galpdo. Essa taxa
de sensibilidade se aproxima daquela do método de Ziehl-Neelsen modificado
(JOHNSTON et al., 2003; CHALMERS et al., 2011), que € o mais utilizado para
pesquisa de Cryptosporidium em amostras fecais por microscopia.

As amostras foram colhidas em 64 galpdes presentes em 64 NCFC e foram
constituidas por cinco pools por galpdo, cada pool com amostras de fezes recém-
eliminadas por 10 aves de 28 a 35 dias de idade (GOORHAM et al., 1987; GOODWIN
et al., 1996), totalizando 320 pools e 3.200 amostras fecais de aves. As amostras
foram preservadas em solugéo de bicromato de potassio 2,5% a 4° C.

As amostras correspondentes aos cinco pools de cada galpdo foram
processadas separadamente. Elas foram homogeneizadas com agua
deionizada/tween 20 0,1%, coadas em tamis de metal com porosidade de 300 pm e
centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos, seguindo-se a purificacdo e concentracao de
oocistos por centrifugo-flutuagdo em solucéo de Sheather.

Os sedimentos resultantes da purificacdo de cada um dos cinco pools foram
submetidos a extracado de DNA (150 mg) utilizando o FastDNA Spin Kit for Soil® (MP
Biomedicals), para realizagdo da nPCR-TR-1T e da PCR convencional para o gene

18S rRNA (item 4.1.4.1), seguidas de sequenciamento genético, e a pesquisa de
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oocistos de Cryptosporidium spp. usando a coloracdo negativa com verde malaquita
(ELLIOT et al., 1999).



34

5 RESULTADOS

5.1 nested PCR em tempo real em um tubo para amplificacdo de fragmento do
gene da subunidade 18S do rRNA

Na primeira etapa da nPCR-TR-1T, o melhor resultado foi observado com as
etapas de anelamento e extensdo sendo realizadas de forma simultanea e na
temperatura de 70°C. Na segunda etapa, a temperatura de anelamento de 62°C
associada a extensdo a 72° C foi a que resultou em melhor amplificacdo (Figura 1).
Dentre todas as combinac¢des de concentracfes de primers, variando entre 40nM e
50nM na 12 etapa e 100nM, 200nM, 300nM e 400nM na 22 etapa, as concentracdes
ideais foram 50nM e 400nM na 12 e 22 etapas, respectivamente, para ambos os
conjuntos de primers de cada etapa (Figuras 2 e 3).

A temperatura de dissociacdo observada para as espécies e genotipos aviarios
pesquisados foram: 79,6°C, 79,6°C, 79,4°C, 80,2°C e 80,0°C para C. baileyi, C.
meleagridis, Cryptosporidium genétipo | de aves, C. proventriculi e C. galli,
respectivamente (Figura 4).

5.1.1 Determinacdo da sensibilidade e especificidade analiticas

O teste de sensibilidade analitica mostrou que a nPCR-TR-1T detectou
aproximadamente 0,5 oocisto por reacdo (2 esporozoitos) (Figura 5). Nao houve
amplificacdo de DNA de microrganismos que comumente apresentam amplificacao
inespecifica com os primers utilizados para diagnéstico de Cryptosporidium spp.,
incluindo Candida sp., Isospora sp. e diversas espécies de Eimeria.

5.1.2 Repetibilidade e reprodutibilidade

O calculo da repetibilidade realizado pela mesma pessoa, por trés vezes, no
mesmo equipamento, em amostras de DNA proveniente de amostras fecais de aves,
evidenciou 0 mesmo resultado em 27 de 30 amostras (90%). Em relacdo a
reprodutibilidade da nPCR-TR-1T, a andlise de 30 amostras examinadas por trés
pessoas diferentes, todas com experiéncia em PCR em tempo real, em dois

laboratorios e com equipamentos distintos (Sistema para PCR em tempo real CFX96,
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marca Biorad, e Mastercycler RealPlex, marca Eppendorf), mostrou o0 mesmo

resultado em 24 amostras dentre 30 examinadas (80%).

5.1.3 Sensibilidade e especificidade diagndsticas

Pela nested PCR convencional, foi observada positividade para
Cryptosporidium spp. em 8,1% (36/443) das amostras. As amostras examinadas pela
NPCR-TR-1T apresentaram positividade em 90/443 (20,3%) amostras (Tabela 1).

Figura 1 - Teste de temperaturas de anelamento dos primers da nested PCR em
tempo real em um tubo, com utilizagdo do fluor6foro EvaGreen, realizado
em duplicata, nas temperaturas de 64°C (azul), 62°C (vermelho) e controle

negativo (laranja).
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Figura 2 - Teste de concentracdo de primers da nested em PCR em tempo real em

um tubo, com utilizacdo do fluoréforo EvaGreen, realizado em duplicata, na
temperatura de anelamento de 62°C, com concentracdes de cada primer
da 22 etapa de (300nM — primers senso e antisenso - preto) e 400nM
(primers senso e antisenso - vermelho). Concentracao fixa dos primers da

12 etapa (50nM) e controle negativo(azul).
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose. Teste de concentracao de primers da PCR
em tempo real, com utilizacdo do fluor6foro EvaGreen, realizado em
octoplicata na temperatura de 62°C, com combinacfes de concentracdes
de primers 100nM, 200nM, 300nM e 400nM, (C-): controle negativo.

400nM7100nM 400nM/200nM

400nM/400nM 400nM/300nM

5.2 Sequenciamento do fragmento amplificado pela nested PCR em tempo real

em um tubo e pela nested PCR convencional

Foi possivel realizar o sequenciamento em todas as 90 amostras amplificadas
pela NnPCR-TR-1T. As seguintes espécies foram identificadas: C. baileyi, C. galli, C.
meleagridis, C. proventriculi e Cryptosporidium gendtipo | em aves. O sequenciamento
dos fragmentos amplificados pela nested PCR convencional foi possivel em 10/38
(26,3%) das amostras positivas, com identificacdo das mesmas espécies identificadas
pela nPCR-TR-1T (Tabela 1).



38

Figura 4 - Temperatura de dissociagao observada na nested PCR em tempo real em

um tubo para as espécies e gendtipos aviarios pesquisados: 79,6°C, 79,6°C, 79,4°C,

80,2°C, 80°C para Cryptosporidium baileyi, Cryptosporidium parvum, genétipo | de

aves, Cryptosporidium proventriculi, Cryptosporidium galli, respectivamente.
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5.2.1 Andlise filogenética

As amostras identificadas como C. baileyi, C. galli, C. proventriculi e
Cryptosporidium genétipo | de aves apresentaram sequéncias com 100% de
similaridade genética com as sequéncias AJ276096, MN410725, MK311118 e
MG832883, respectivamente; por esse motivo, uma sequéncia representativa de cada
espécie/gendtipo de Cryptosporidium foi selecionada para confeccdo da éarvore
filogenética (Figura 7).

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose de produtos amplificados pela nested PCR
em tempo real em um tubo. Amostras positivas para Cryptosporidium
parvum (1) Cryptosporidium baileyi (2), Cryptosporidium gendtipo | de aves
(3), Cryptosporidium proventriculi (4), Cryptosporidium galli (5) e controle

negativo (6).

MP
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Figura 7 - Arvore filogenética das sequéncias do gene 18S rRNA (271 posicdes de
base no conjunto de dados final) de Cryptosporidium spp. de aves deste trabalho
(triangulo verde) e de espécies selecionadas de Cryptosporidium, de acordo com a
andlise de maxima verossimilhanga e o modelo de substituicdo de Tamura-Nei, com
bootstrap de 1.000 repeticdes. A arvore foi enraizada com a sequéncia AF457127 de

Monocysts agilis.
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Tabela 1 - Amostras fecais de aves positivas para Cryptosporidium spp. pela nested PCR ou pela nested PCR em tempo real em

um tubo e identificacdo molecular da espécie ou genétipo de Cryptosporidium.

Ndmero de x L
amostras Deteccdo de gggptospondmm Sequenciamento genético
Espécie ou positivas/total de '
Ordem amostras colhidas
. Nested PCR Nested PCR .
por esp%c/ol)e de ave convencional em tempo real Nested PCR convencional Nested PCR em tempo real
Psittaciformes 15/109 (13,8) - + - C. proventriculi 13/20 (65%)
C. galli 2/20 (10%)
2/109 (2) + + C. proventriculi 2/2 (100%) C. proventriculi 2/2 (100%)
Passeriformes 40/253 (16) - + - C. baileyi 7/40 (17,5%)
C. galli 31/40 (77,5%)
C. gendtipo | de aves 2/40 (5%)
17/253 (6,7) + + C. galli 6/17 (35,3%) C. galli 17/17 (100%)
nd 11/17 (64,7%)
14/253 (5,5) + - nd -
Gallus 12/81 (14,8) - + - C. baileyi 12/12 (100%)
domesticus 3/81 (3,7) + + C. baileyi 2/3 (66,7%) C. baileyi 3/3 (100%)
1/81 (1,2) - + - C.meleagridis 1/1 (100%)
Total 104/443 (23,5) 36/443 (8,4) 90/443 (20,3)

nd: amostra ndo identificada por sequenciamento devido a pequena quantidade de DNA amplificado.

41



42

5.3 Determinacdo da ocorréncia de Cryptosporidium spp. em amostras de

campo

Todas as amostras fecais provenientes dos NCFC foram negativas para
Cryptosporidium spp. pela nested PCR convencional e pelo exame microscépico. Um
NCFC dentre os 64 examinados (2%) foi positivo pela nPCR-TR-1T e a amostra foi

identificada como C. baileyi pelo sequenciamento genético.

6 DISCUSSAO

A nPCR-TR-1T apresentou maior sensibilidade que a nested PCR
convencional, que é o teste considerado como padrdo-ouro para deteccdo de
Cryptosporidium spp. Maior sensibilidade de protocolos de PCR em tempo real
quando comparados a nested PCR convencional ja foi descrita por diversos autores
(YANG et al., 2013; DE WAELE et al., 2011; HOMEM et al., 2011; NAKAMURA et al.,
2014; SILVA et al., 2014).

Neste estudo, grande parte das amostras teve amplificacdo préxima a 30 CT,
provavelmente pela pequena quantidade de oocistos presentes nas amostras. Os
resultados encontrados estdo de acordo com Yang et al. (2013), que encontraram
positividade pela PCR em tempo real somente com amplificacdo em altos valores de
CT, em amostras onde ndo houve deteccado pela nested PCR convencional, devido a
pequena quantidade de oocistos presentes. Essa mesma correlagcdo entre altos
valores de CT e pequena quantidade do microrganismo alvo em amostras fecais foi
observada por Fillaux et al. (2008), ao utilizarem a PCR em tempo real para o
diagndstico de Pneumocystis jirovecii em humanos.

Pela andlise das curvas de dissociacdo nPCR-TR-1T (Figura 4), € possivel
observar a presenca de picos duplos observados; esses picos sao referentes a
regides nos fragmentos amplificados que apresentam dissociagdo em diferentes

temperaturas (https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.ntml) e n&o caracterizam

amplificagéo inespecifica, como pode ser evidenciado pela eletroforese em gel de
agarose (Figura 6).
O protocolo desenvolvido neste trabalho, além de se basear na PCR em tempo

real, ainda apresenta a vantagem de ser realizado no formato nested, que acrescenta
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ainda mais sensibilidade ao diagnostico, como destacado em trabalhos anteriores
(BALATBAT et al., 1996; JEX et al., 2008; MORGAN; THOMPSON, 1998).

Para a validacdo de um protocolo de diagnostico, também devem ser
determinados a especificidade e sensibilidade diagndsticas e os valores preditivos
positivo e negativo da reacdo. Como a sensibilidade da nPCR-TR-1T foi superior a da
nested PCR convencional (padrédo ouro), ndo foi possivel a realizacdo desses
calculos, pois o resultado indicaria baixa especificidade da nPCR-TR-1T, j& que todos
0s resultados positivos pela nPCR-TR-1T e negativos pela nested PCR convencional
seriam considerados como falso-positivos, como observado em outros trabalhos
relacionados a validacdo de protocolos de PCR em tempo real (DE WAELE et al.,
2011; HOMEM et al.,, 2012; NAKAMURA et al.,, 2014; SILVA et al.,, 2014). A
possibilidade de resultados falso-positivos foi descartada pelo sequenciamento dos
fragmentos amplificados pela nested nPCR-TR-1T, que comprovou que nao houve
amplificacéo inespecifica.

Amostras submetidas a protocolos de PCR convencional sdo examinadas por
eletroforese em gel de agarose. Na auséncia de amplificacao inespecifica, o produto
da PCR pode ser purificado diretamente com utilizacdo de reagentes enzimaticos,
como ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup Reagent (Termofisher Scientific), que
geralmente resulta em DNA em qualidade e quantidade suficiente para
sequenciamento, mesmo em amostras com pequena quantidade de DNA amplificado.
Quando ha amplificacao inespecifica, que € frequente em protocolos de nested PCR
convencionais que amplificam fragmentos do gene 18S rRNA para deteccdo de
Cryptosporidium spp., ou DNA em baixa quantidade (nesse caso as amostras devem
ser reamplificadas em triplicata para aumentar a quantidade de DNA), o produto é
purificado a partir do gel de agarose, o que sempre resulta em baixo rendimento de
DNA, que pode inviabilizar o sequenciamento genético.

Neste projeto, foi determinada a viabilidade do sequenciamento a partir do
produto da nPCR-TR-1T, sem eletroforese em gel de agarose e sem necessidade de
reamplificacdo, relacionando o resultado do sequenciamento com o CT da reacéo.
Essa andlise forneceu informacdes sobre a quantidade de DNA amplificado e,
indiretamente, sobre a viabilidade de sequenciamento do produto amplificado. Como
o protocolo de nPCR-TR-1T n&do amplifica fragmentos inespecificos, os fragmentos
resultantes dessa reacdo foram purificados diretamente do produto da reacao
utilizando o kit ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup Reagent (Termofisher Scientific).
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As variacoes entre os resultados de repetibilidade e reprodutibilidade muito
provavelmente estdo relacionadas ndo somente a variabilidade da
reacdo/pessoas/equipamentos, mas também a distribuicdo desuniforme do DNA na
amostra (efeito Monte Carlo) (BUSTIN; NOLAN, 2004), que € decorrente da pequena
guantidade de DNA presente em amostras de aves infectadas por algumas espécies
de Cryptosporidium, particularmente as espécies gastricas em aves (NAKAMURA,;
MEIRELES, 2015).

O protocolo padronizado neste trabalho utiliza primers para amplificar um
fragmento de aproximadamente 432 pb, que € maior do que o recomendado para
protocolos de PCR em tempo real. Essa caracteristica da nPCR-RT-1T certamente
interferiu na eficiéncia da reacdo (ARYA et al., 2005), no entanto, mesmo com essa
limitagcdo, a NnPCR-RT-1T apresentou maior sensibilidade que o teste padrao-ouro. A
opcao pela utilizacdo desses primers se deve a uma particularidade do gene 18S
rRNA de Cryptosporidium, que é a existéncia de uma regido em particular com uma
sequéncia de nucleotideos altamente conservada em todos as espécies e genotipos,
contendo em seu interior sequéncias polimarficas que permitem a diferenciacéo entre
géneros/espécies (XIAO et al., 1999). Essa regiao foi selecionada neste projeto para
amplificacdo pela nPCR-RT-1T pelo fato de que ndo havia alternativa para a selecao
de primers que anelassem em outra regido do gene 18S rRNA, que fossem género-
especificos e que permitissem a diferenciacdo das espécies/genotipos por
sequenciamento genético. Essa limitacdo impediu, neste projeto, a otimizacdo da
reacao com utilizacdo de primers direcionados a outras regifes do gene.

Foi encontrada baixa ocorréncia (0,2%; 1/64) de Cryptosporidium nos NCFC
pesquisados na regido oeste do estado de Santa Catarina. Em estudo anterior
realizado em galinhas de cria¢cdes comerciais e de fundo de quintal em 20 municipios
do estado de S&o Paulo, Santana et al. (2018) utilizou a nested PCR convencional e
detectou a ocorréncia de C. baileyi (9.5%; 18/190), C. meleagridis (0.5%; 1/190), C.
parvum (2.1%; 4/190) e Cryptosporidium sp. (0,5%; 1/190). Foi relatada ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em 25% (6/24) das criacdes de sistemas extensivos, 25% (2/8)
em sistemas semiextensivos, 60% (15/25) em sistemas intensivos de poedeiras
comerciais e 25% (1/4) em criagbes comerciais intensivas de frangos de corte. As
amostras deste trabalho, assim como algumas das amostras examinadas por Santana
et al. (2018), foram obtidas de criatérios comerciais de frangos de corte e examinadas

com métodos de detecgdo molecular, no entanto, devido a baixa amostragem obtida
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de criatorios comerciais de frangos de corte examinada por esses autores, nao foi
possivel comparar os resultados com os deste trabalho.

Dentre os estudos realizados com amostras de galinha doméstica de criatorios
comerciais, em que um numero maior de amostras foi analisado, a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. na galinha doméstica, em diversos trabalhos realizados em
varios paises, varia de 3,4 a 34,4%, com identificacdo de C. baileyi, C. meleagridis e
Cryptosporidium genétipo Il de aves, conforme revisdo de literatura feita por
Nakamura e Meireles (2015). Também nao é possivel comparar nossos resultados
aos destes trabalhos, devido a diferencas nos métodos de diagndstico, técnicas de
manejo e métodos de coleta das amostras.

Neste trabalho, ndo foi detectada a presenca de C. meleagridis. No Brasil, C.
meleagridis foi descrito em galinhas domésticas (HUBER et al., 2007; SANTANA et
al., 2018; NAKAMURA et al., 2009). Em trabalhos que analisaram um numero maior
de amostras provenientes da galinha doméstica, baixa positividade para C.
meleagridis também foi descrita por Wang et al. (2014) e Santana et al. (2018), que
relataram ocorréncia de 5,36% (2/38) 1,6% (1/61) para infec¢ao por essa espécie em
galinhas domésticas na China e no Brasil, respectivamente.

A realizacdo deste projeto possibilitou a validacdo de um protocolo de
diagnéstico que apresenta alta sensibilidade e alta especificidade para deteccao do
género Cryptosporidium em amostras fecais, além de viabilizar a purificacdo e o
sequenciamento diretamente do produto amplificado. Como vantagens desse
protocolo, em relacdo a nested PCR convencional, podemos citar a realizacdo em
somente uma etapa e sem a necessidade eletroforese para visualizacdo do produto
amplificado, a alta especificidade e a sensibilidade superior a nested PCR
convencional. Essas caracteristicas resultam em menor possiblidade de
contaminacgdo, maior rapidez para obtencdo dos resultados, economia de reagentes

e maior confiabilidade nos resultados.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho foi validada um protocolo de nPCR-RT-1T para deteccdo de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de aves. A nPCR-RT-1T apresentou mais
sensibilidade que o protocolo considerado como padréo outro para deteccdo de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais, a nested PCR convencional. O
sequenciamento genético do amplicon da nPCR-RT-1T pode ser realizado apos
purificacdo por protocolos enzimaticos, mesmo em amostras com altos valores de CT.
A ocorréncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em NCFC na regido oeste do
Estado de Santa Catarina € de 0,2% (1/64). A infeccao por C. baileyi apresenta baixa
ocorréncia na regido oeste do Estado de Santa Catarina.
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