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RESUMO 

 

Protozoários do gênero Cryptosporidium infectam o trato gastrintestinal e, 

ocasionalmente, os tratos respiratório, biliar e urinário, causando doença clínica e 

subclínica em aves. O diagnóstico espécie-específico da criptosporidiose é 

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 (nPCR-TR-1T) seguida da análise da curva de dissociação e de 

sequenciamento genético para detectar e caracterizar as espécies e genótipos de 

Cryptosporidium em aves. A reação foi padronizada com utilização do SsoFast® 

EvaGreen Supermix (Bio-Rad) e do equipamento para PCR em tempo real CFX96 (Bio-Rad).  Um 

total de 443 amostras de DNA genômico de aves foi analisado pela nested PCR 

convencional e pela nPCR-TR-1. Após a validação, a nPCR-TR-1T foi utilizada para 

determinar a ocorrência de Cryptosporidium spp. em frangos de corte em 64 núcleos 

comerciais de frangos de corte (NCFC) na região 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 analítica 

mostrou que a nPCR-TR-1T detecta aproximadamente 0,5 oocisto (2 esporozoítos) 

por reação. A avaliação da especificidade analítica não revelou amplificação de 

microrganismos que comumente apresentam amplificação inespecífica com primers   

utilizados para diagnóstico de Cryptosporidium spp. O cálculo da repetibilidade 

evidenciou o mesmo resultado em 27 de 30 amostras (90%). Em relação à 

reprodutibilidade da nPCR-TR-1T, foi observado o mesmo resultado em 24 das 30 

amostras examinadas (80%). Foi possível realizar o sequenciamento em todas as 90 

amostras amplificadas pela nPCR-TR-1T.  As seguintes espécies foram identificadas: 

C. baileyi, C. galli, C. meleagridis, C. proventriculi e Cryptosporidium genótipo I em 



 

 

aves. O sequenciamento dos fragmentos amplificados pela nested PCR convencional 

foi possível em 10/36 (27,8%) das amostras positivas, com identificação das mesmas 

espécies identificadas pela nPCR-TR-1T. A ocorrência observada nos NCFC foi de 0,2% 

(1/64), com identificação de C. baileyi em uma amostra. Os resultados observados 

demonstram que a nPCR-TR-1T, em comparação com a nested PCR convencional, 

apresenta mais rapidez para obtenção dos resultados, menor possibilidade de 

contaminação com produtos amplificados e menor consumo de reagentes, pois ela é 

realizada em somente uma etapa e os resultados são obtidos em tempo real, sem 

necessidade de eletroforese em gel de agarose.  

 

Palavras-chave: Biologia molecular. Criptosporidiose. Protozoários. 
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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 I 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 INTRODUÇÃO 

 

Os protozoários do gênero Cryptosporidium pertencem ao filo Apicomplexa, 

classe Gregarinomorphea, subclasse Cryptogregaria e família Cryptosporidiidae 

(BARTA; THOMPSOM, 2006; RYAN et al., 2016), apresentam localização epicelular, 

no epitélio de mucosas, particularmente do trato gastrintestinal (BARTA; THOMPSON, 

2006; VALIGUROVÁ et al., 2008), e ocasionalmente infectam os tratos respiratório, 

biliar (VALIGUROVÁ et al., 2008) e urinário (TRAMPEL et al., 2000), causando doença 

clínica e subclínica em humanos e diversas espécies de animais (SANTIN, 2013). 

Aproximadamente 42 espécies de Cryptosporidium são consideradas como válidas e 

mais de 40 genótipos foram descritos em diversos hospedeiros vertebrados (FENG et 

al., 2018; ZAHEDI; RYAN, 2020).  

A técnica universalmente utilizada para o diagnóstico e caracterização 

genotípica 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 laboratórios de pesquisa e diagnóstico de criptosporidiose, a nested PCR 

convencional é demorada, pois é realizada em duas etapas, e demanda a realização 

de eletroforese para visualização do resultado da reação, o que resulta em maior 

tempo para determinação do diagnóstico, maior probabilidade de contaminação do 

ambiente com amplicons resultantes das duas reações (PCR e nested PCR) e maior 

custo de material de consumo. 

A PCR em tempo real é um método alternativo à PCR convencional e 

proporciona um diagnóstico mais rápido e a diminuição de possíveis contaminantes 

no laboratório. Além disso, não é necessária a realização de eletroforese para 

visualização do resultado, há possibilidade de visualização de resultados preliminares 

antes do término da reação e é possível determinar o grau de infecção a partir da 

quantificação absoluta do DNA amplificado (ARYA et al., 2005).  

Uma alternativa à nested PCR convencional é a realização das duas etapas da 

reação em somente um tubo. Essa técnica é utilizada com menor frequência que a 

nested PCR em dois tubos, porém ela apresenta sensibilidade semelhante à reação 

realizada em dois tubos, em protocolos de PCR convencional (detecção por 

eletroforese) ou mesmo em protocolos de PCR em tempo real, para detecção de DNA 

de bactérias (CHOY et al., 2014), fungos (THONGSRI et al., 2013), vírus (ATKINSON 
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et al., 2014) ou de vegetais (COSTA et al., 2013). Em relação à criptosporidiose, 

Minarovičová et al. (2009) desenvolveram um trabalho com a utilização de nested 

PCR em tempo real em um tubo (nPCR-TR-1T) para detecção específica de 

Cryptosporidium parvum utilizando uma sonda espécie-específica. 

Não há estudos relacionados à aplicação de protocolos de nPCR-TR-1T para 

detecção de Cryptosporidium spp. em aves. A validação de um teste com esse 

objetivo disponibilizaria uma alternativa aos métodos atualmente disponíveis, com alta 

sensibilidade, alta especificidade, menor consumo de reagentes, menor possibilidade 

de contaminação e de realização mais rápida. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Criptosporidiose em aves  

 

 Em aves, a criptosporidiose constitui-se em uma das principais infecções por 

protozoários, se manifestando como doença de curso agudo nos tratos respiratório ou 

digestivo de várias espécies, dentre as quais o avestruz, galinha doméstica, codornas, 

perus, faisões, pavões e diversas espécies de Passeriformes e Psittaciformes 

domésticos e selvagens (SRÉTER; VARGA, 2000; NAKAMURA; MEIRELES, 2015).  

 Seis espécies de Cryptosporidium infectam em aves: Cryptosporidium 

meleagridis (SLAVIN, 1955), Cryptosporidium baileyi (CURRENT et al., 1986), 

Cryptosporidium galli (PAVLÁSEK, 1999; RYAN et al., 2003), Cryptosporidium avium 

(genótipo V de aves) (HOLUBOVÁ et al, 2016), Cryptosporidium proventriculi 

(HOLUBOVÁ et al., 2019) e Cryptosporidium ornitophilus (genótipo II de aves) 

(HOLUBOVÁ et al., 2020).  Ainda foram descritos os genótipos I, III, IV, VI, VII, VIII e 

IX (SANTOS et al., 2005; MEIRELES et al., 2006; NG et al., 2006; ABE; MAKINO, 

2010; HELMY et al., 2017).  

 Estudos realizados na Austrália, China e Nigéria, com diversas espécies de 

aves, relatam a prevalência da infecção por Cryptosporidium spp. de 4,9% (47/966) a 

8,1% (35/434), além de relatarem a detecção das espécies C. andersoni, C. avium, C. 

baileyi, C. galli, C. muris, C. meleagridis, C. proventriculi, C. parvum e os genótipos I 

e II de Cryptosporidium em amostras fecais (NG et al., 2006; QI et al. 2011; BAMAIYI 

et al., 2013). 



19 

 

  No Brasil, as primeiras descrições da presença de Cryptosporidium em aves 

foram feitas por Meireles et al. (1990) e Meireles e Figueiredo (1992). Posteriormente, 

foi relatada a ocorrência de C. baileyi, C. galli, C. meleagridis e dos genótipos I, II, III 

e V em aves domésticas e silvestres (SANTOS et al., 2005; MEIRELES et al., 2006; 

SEVÁ et al., 2011; GOMES et al., 2012; NAKAMURA et al., 2009; NAKAMURA et al., 

2014; EWALD et al., 2017; SANTANA et al., 2018). 

  Infecções por C. baileyi, C. galli, C. proventriculi, C. avium, C. ornitophilus e 

pelos diversos genótipos de Cryptosporidium estão presentes em uma ampla 

variedade de espécies de aves, enquanto C. meleagridis apresenta um número mais 

restrito de hospedeiros aviários (SRÉTER; VARGA, 2000; NG et al., 2006; 

NAKAMURA et al., 2009; QI et al., 2011, HOLUBOVÁ et al., 2019; HOLUBOVÁ et al., 

2020). Em relação a C. parvum, há um relato de infecção natural comprovada em aves 

em que havia presença de sinais clínicos (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 

vômito crônico (SRÉTER; VARGA, 2000; MAKINO et al., 2010; RAVICH et al., 2014).  

 A infecção por C. baileyi é considerada parte do complexo respiratório das 

aves, como uma enfermidade primária ou secundária (BLAGBURN et al., 1987). Em 

infecções respiratórias por C. baileyi, há acúmulo de muco na traqueia, nos pulmões 

e nos sacos aéreos, com presença de sinais clínicos caracterizados por dispneia, 

coriza e eventual mortalidade (NAKAMURA; MEIRELES, 2015).  

 O significado da infecção por Cryptosporidium spp. no intestino e/ou bursa de 

Fabricius permanece indefinido para a maioria das espécies aviárias, embora o 

parasitismo intestinal possa resultar em doença clínica e aumento de mortalidade em 

perus e codornas (HOERR et al., 1986) e a infecção na bursa de Fabricius possa 

resultar em imunossupressão (NACIRI et al., 1989; ELADL et al., 2014). 

 

2.2 Aspectos zoonóticos da criptosporidiose aviária   

 

 A infecção em seres humanos comumente é causada por Cryptosporidium 

hominis ou por C. parvum, sendo essa última espécie responsável por infecções 

zoonóticas (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 várias espécies de 

aves, particularmente de perus (SLAVIN, 1955; SRÉTER; VARGA, 2000), C. 

meleagridis também infecta o homem (PEDRAZA-DIAS et al., 2020; TIANGTIP; 

JONGWUTIWES, 2002; CAMA et al., 2003; GATEI et al., 2003.  

 A prevalência da infecção em aves por C. meleagridis ainda é pouco conhecida, 

talvez pela necessidade do uso de técnicas de biologia molecular para sua detecção. 

No entanto, há relatos de prevalência, 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). Há outros trabalhos no 

Brasil com descrição da presença de C. meleagridis em amostras fecais de calopsita 

e de galinha doméstica (HUBER et al., 2007; NAKAMURA et al., 2009).  

 A infecção em humanos por C. meleagridis pode apresentar frequência 

semelhante ou maior que a infecção por C. parvum (XIAO et al., 2001; CAMA et al., 

2003; CHALMERS; GILES, 2010). Estudos utilizando análise filogenética sugerem 

que há relação entre os isolados de seres humanos e de aves (STENSVOLD et al., 

2014; WANG et al. 2014), demonstrando que C. meleagridis possui importância em 

saúde pública.  

 Santana et al. (2018) descreveram a ocorrência do subtipo zoonótico 

IIIgA23G3R1 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 Diagnóstico da criptosporidiose    

 

 A experiência é um fator fundamental para o diagnóstico da criptosporidiose, 

uma vez que os oocistos do gênero Cryptosporidium são pequenos, quando 

comparados a outros coccídios, não apresentam esporocistos, são difíceis de serem 

visualizados e são morfologicamente similares a esporos de fungos e leveduras 

(CASEMORE, 1991).  

 Em amostras com poucos oocistos, é preciso cautela para evitar resultados 

falso-positivos em amostras fecais examinadas pelos métodos de diagnóstico mais 

comuns, como a coloração de Kinyoun, coloração negativa com verde malaquita ou 



21 

 

por visualização em microscopia óptica após concentração com soluções saturadas 

de açúcar, sulfato de zinco ou cloreto de sódio. 

 Apesar dos oocistos de algumas espécies apresentarem morfologia e 

morfometria distintas, a análise microscópica não define a espécie, pelo fato de 

apresentarem pequena variação morfológica e morfométrica e, em muitos casos, 

serem idênticos entre diferentes espécies ou genótipos (RYAN, 2010). As técnicas 

imunológicas como ELISA de captura e imunofluorescência indireta apresentam maior 

sensibilidade que as técnicas de coloração, no entanto, os antígenos apresentam 

reatividade cruzada entre diferentes espécies de Cryptosporidium, não sendo possível 

o diagnóstico espécie-específico (JEX et al., 2008). 

  Para detecção e caracterização molecular de Cryptosporidium spp. em 

amostras fecais, na maioria das situações é necessária a realização da reação em 

cadeia pela polimerase (PCR) para detecção do gênero e de sequenciamento 

genético para identificação da espécie. A técnica mais utilizada é a que utiliza a PCR 

em duas etapas (nested PCR), em decorrência 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 classificação de todas as 

espécies e genótipos de Cryptosporidium (RYAN et al., 2014). No entanto, é uma 

técnica que utiliza duas etapas de amplificação, o que demanda tempo, maior 

consumo de reagentes e, ainda, há maior possibilidade de contaminação em 

decorrência da utilização de material da primeira amplificação para realização da 

nested PCR. Outra desvantagem da nested PCR convencional é a necessidade de 

eletroforese em gel de agarose para visualização dos resultados, o que, além de 

demandar mais reagentes, aumenta a probabilidade de contaminação do ambiente 

com produtos da 1ª amplificação.  

 A PCR em tempo real é um método alternativo à PCR convencional. Essa 

técnica tem como características um diagnóstico mais rápido, diminuição de possíveis 

contaminantes no laboratório; visualização do resultado em tempo real, sem a 

realização de eletroforese e possibilidade de determinar o grau de infecção, a partir 

da quantificação absoluta do DNA amplificado (ARYA et al., 2005).  

 Os trabalhos relacionados à PCR em tempo real para diagnóstico de 

criptosporidiose indicam que essa técnica apresenta sensibilidade superior à nested 

PCR para detecção 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 

epidemiológicos relacionados à criptosporidiose, são necessárias técnicas para 

detecção e identificação de todas as espécies/genótipos de Cryptosporidium ou das 

espécies/genótipos mais frequentes no objeto da pesquisa, como amostras 

ambientais, amostras de diferentes fontes de água ou amostras fecais provenientes 

de hospedeiros específicos.  

 Três protocolos de PCR em tempo real foram desenvolvidos em nosso 

laboratório para diagnóstico de criptosporidiose: 1) detecção específica de C. parvum 

em bovinos (HOMEM et al., 2011); 2) reação duplex, para detecção específica de C. 

galli e Cryptosporidium genótipo III de aves (NAKAMURA et al., 2014); 3) detecção 

específica de C. serpentis em répteis (SILVA et al. 2014). Nos três protocolos, foi 

observada alta especificidade e sensibilidade superior à da nested PCR convencional. 

No entanto, esses protocolos são utilizados somente em situações específicas, nas 

quais o diagnóstico é limitado a uma situação clínica ou a um estudo epidemiológico 

restrito a determinadas espécies do parasito, já que eles permitem apenas a detecção 

espécie-específica e não podem ser utilizados em estudos epidemiológicos em que 

há necessidade de técnicas que visam à detecção gênero-específica e identificação 

da espécie de Cryptosporidium por sequenciamento genético.  

 A maioria dos protocolos de PCR em tempo real para detecção de 

Cryptosporidium disponíveis até o momento, para análise de amostras de diversas 

espécies de animais e do homem, visa à detecção espécie-específica (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 detecção gênero-

específica, no entanto, devido ao fato de o tamanho do fragmento amplificado ser 

pequeno (~107 pb), não há possibilidade de sequenciamento para identificação da 

espécie sem realização de clonagem molecular.  

 Um protocolo de PCR em tempo real foi desenvolvido para o diagnóstico 

gênero-específico de Cryptosporidium, em amostras fecais humanas, com 

amplificação de um fragmento de ~300 pb do gene 18S rRNA e sequenciamento 

genético para identificação da espécie de Cryptosporidium (HADFIELD et al., 2011). 

No entanto, esse protocolo apresentou amplificação inespecífica em nosso 

laboratório, em amostras de diversos animais, e em amostras fecais humanas 

(STAGGS et al., 2013). 
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  A sequência dos fragmentos amplificados pela PCR, visando ao diagnóstico 

espécie-específico de Cryptosporidium, deve conter regiões conservadas para 

anelamento de primers gênero-específicos e regiões internas polimórficas que 

permitam a diferenciação entre as diversas espécies e genótipos do parasito, pelo 

sequenciamento genético, o que só foi possível, até o momento, com a amplificação, 

por nested PCR convencional, de fragmentos contendo um tamanho aproximado de  

400 pb, principalmente referentes ao gene 18S rRNA (CHALMERS; KATZER, 2013).  

 Para a realização da PCR em tempo real, é recomendado que o tamanho do 

fragmento amplificado seja de, no máximo, 300 pb (ARYA et al., 2005). 

Provavelmente, por esse motivo, todos os protocolos para detecção e identificação de 

Cryptosporidium spp. são relacionados à 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 à sua composição com sequências de 

nucleotídeos altamente conservadas para o todo o gênero Cryptosporidium 

intercaladas com regiões polimórficas, que permitem a identificação de 

espécies/genótipos do parasito por sequenciamento genético. Todas as regiões desse 

gene que apresentam essas características são equivalentes a fragmentos maiores 

que 300 pb.  

 Uma alternativa à nested PCR (convencional ou em tempo real), comumente 

realizada em duas etapas e em dois tubos, é a realização das duas etapas da reação 

em somente um tubo. Essa técnica é utilizada com menor frequência que a nested 

PCR em dois tubos, porém, ela apresenta sensibilidade semelhante à reação 

realizada em dois tubos, em protocolos de PCR convencional ou de PCR em tempo 

real, para detecção de DNA de bactérias (CHOY et al., 2014), fungos (THONGSRI et 

al., 2013), vírus (ATKINSON et al., 2014) ou de vegetais (COSTA et al., 2013). Em 

relação à criptosporidiose, Minarovičová et al. (2009) desenvolveram um trabalho com 

utilização da nPCR-TR-1T para detecção específica de C. parvum utilizando uma 

sonda espécie-específica. 

 Testes preliminares em nosso laboratório revelaram resultados promissores 

com o uso da nested PCR em tempo real com utilização do fluoróforo EvaGreen e 

análise da curva de dissociação para detecção do gênero Cryptosporidium utilizando 

primers que amplificam um fragmento de aproximadamente 434 pb do gene 18S rRNA 

e purificação do DNA amplificado diretamente da reação, visando ao sequenciamento 

genético. Esses resultados preliminares nos permitiram verificar a viabilidade de 
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validação de uma técnica que poderia ser utilizada para detecção e caracterização de 

Cryptosporidium spp., em substituição à nested PCR convencional, com todas as 

vantagens da PCR em tempo real.  

 A validação de um protocolo de nPCR-TR-1T resultaria na disponibilidade de 

um novo método de detecção de Cryptosporidium spp. em aves e posterior 

identificação da espécie por sequenciamento genético, fornecendo assim uma 

alternativa aos métodos atualmente disponíveis para esse objetivo, com alta 

sensibilidade, alta especificidade, com menor consumo de reagentes, menor 

possibilidade de contaminação e de realização mais rápida.  

 

3 OBJETIVOS  

 

Validar a nPCR-TR-1T com utilização de primers gênero-específicos, do 

fluoróforo EvaGreen e da curva de dissociação para detecção de Cryptosporidium 

spp. em amostras fecais de aves.  

Padronizar as condições ideais para sequenciamento genético do produto da 

nPCR-TR-1T, visando à identificação da espécie ou genótipo de Cryptosporidium.   

Após a validação, utilizar a nPCR-TR-1T para determinar a ocorrência de 

Cryptosporidium spp.  em amostras fecais de frangos de corte na região oeste do 

estado de Santa Catarina. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

 Este trabalho foi realizado após aprovação pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Faculdade de Medicina Veterinária da UNESP (Processos FOA no 280-

2018 e no 790-2019). 

 Foram realizadas as etapas para validação de protocolos de PCR em tempo 

real preconizadas por Toohey-Kurth et al. (2020), na seguinte sequência: estudos de 

viabilidade, desenvolvimento e padronização da reação, determinação da 

sensibilidade e especificidade analíticas, da sensibilidade e especificidade 

diagnósticas, da repetibilidade e da reprodutibilidade.  

 

4.1 Nested PCR em tempo real em um tubo para amplificação de fragmento do 

gene da subunidade 18S do rRNA  

 

 A nPCR-TR-1T tem como objetivo a amplificação de um fragmento parcial do 

gene 18S rRNA de Cryptosporidium spp. em duas etapas e em um único tubo. O DNA 

amplificado na 1a etapa foi utilizado como molde para amplificação, por primers 

internos, na 2a etapa, com visualização da amplificação em tempo real. 

Com auxílio do Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), 

os primers da 1a etapa foram definidos com a adição de uma sequência de 15 e 14 

nucleotídeos na extremidade 5´ dos primers  senso e antisenso, respectivamente, que 

foram originalmente desenvolvidos por Johnson et al. (1995) (Quadro 1), de modo a 

permitir o anelamento dos primers  a uma temperatura de aproximadamente 10°C 

acima da temperatura de anelamento dos primers da 2a etapa (MINAROVIČOVÁ et 

al., 2009; ATKINSON et al., 2014; SUN et al., 2017; SHEN et al., 2018). Na 2ª etapa, 

foram utilizados os primers CPB-DIAGF e CPB-DIAGR (Quadro 1), previamente 

desenvolvidos por Johnson et al. (1995) para realização de um protocolo de nested 

PCR convencional para detecção de Cryptosporidium spp.  

Foram realizados testes para a padronização das duas etapas da nPCR-TR-

1T. Cada reação consistiu em um volume total de 20 μl, com 10 μl de SsoFast® 

EvaGreen Supermix (Bio-Rad), 2 microlitros de DNA alvo (DNA genômico de C. 

parvum), 10 a 100 nM de primers (1ª etapa) e 100 a 500 nM de primers (2ª etapa) 

(Quadro 2) e água ultrapura. As reações 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 fluorescência emitida foi realizada a partir da 2ª etapa. Foram realizados 

também testes com variação na temperatura e tempo de extensão e no número de 

ciclos de cada etapa. O número de ciclos analisados na 1a e na 2ª etapa foi de 10 a 

20 e de 30 a 40, respectivamente.  

 Após a 2ª etapa de amplificação, a temperatura de dissociação do fragmento 

amplificado foi determinada pela análise de curva de dissociação, com temperatura 

variando de 65ºC a 95ºC, incremento de 0,5º C e leitura por 5s.  

 Os produtos da nPCR-TR-1T foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose para confirmar o tamanho do fragmento amplificado e verificar a presença de 

amplificação inespecífica. 

 Como não é possível estabelecer critérios de eficiência da reação por meio de 

análise de curva padrão, pelo fato dela ser realizada em duas etapas e em um mesmo 

tubo, a escolha das melhores condições da nPCR-TR-1T teve como critério a 

avaliação da curva de amplificação (fases exponencial, linear e platô) e da observação 

de formação de picos de temperatura formados por dímeros de primers, na análise da 

curva de dissociação. 

 
Quadro 1 - Primers   utilizados na nested PCR em tempo real em um tubo para 

amplificação de fragmento parcial do gene 18S rRNA de Cryptosporidium 

spp. 

 

Gênero Primers   Posição* Sequência 5´- 3´ 
Produto 

amplificado 
(pb) 

Referência 

Cryptos-
poridium 

spp. 

nPCRTR1 584-616 GTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTT 

~457 Este trabalho 
nPCRTR2 1010-1040 ACTTTGATTTCTCATAAGGTGCTGAAGGAGT 

CPB-DIAGF 599-619 AAGCTCGTAGTTGGATTTCTG 

~428 
Johnson et 
al. (1995) CPB-DIAGR 1006-1026 TAAGGTGCTGAAGGAGTAAGG 

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

padronização da PCR em tempo real.  

 
Primers   

senso/antisenso 
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 

 

Após a etapa de padronização, a nPCR-TR-1T foi realizada em um volume total 

de 20 μl, com 10 μl de SsoFast® EvaGreen Supermix  (Bio-Rad), 0,6 µg/µl de albumina 

sérica bovina não acetilada (Sigma-Aldrich), 50 nM e 400 nM de cada primer na 1ª e 

2ª etapas, respectivamente, 2 µl de DNA alvo e água ultrapura. As reações 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 fluorescência emitida 

foi realizada a partir da 2ª etapa. A 1ª etapa da reação consistiu em desnaturação 

inicial a 98º C por dois minutos, seguida de 20 ciclos com desnaturação a 98º C por 

cinco segundos e anelamento e extensão simultâneos a 70º C por 30 segundos. A 2ª 

etapa de amplificação consistiu em 35 ciclos de 98º C por cinco segundos, anelamento 

a 63º C por 30 segundos e extensão a 72º C por 20 segundos, seguidos da análise 

da curva de dissociação do fragmento amplificado, com temperatura variando de 65ºC 

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

 

4.1.1 Sensibilidade analítica 

 

A amostra de C. baileyi utilizada para determinação da sensibilidade e 

especificidade analíticas da PCR em tempo real e da nPCR-TR-1T foi isolada de 

amostras fecais de galinhas domésticas comercializadas em uma loja de produtos 

veterinários da cidade de Araçatuba, Estado de São Paulo.  

Os oocistos foram purificados por centrífugo-flutuação em solução de Sheather 

e multiplicados por inoculação via oral em pintos de corte de dois dias de idade. As 

fezes dessas aves foram colhidas do 10° ao 13° dia após a inoculação, coadas em 

peneiras descartáveis e armazenadas em bicromato de potássio 2,5% a 4ºC 
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(MEIRELES; FIGUEIREDO, 1992).  Posteriormente, os oocistos foram purificados por 

centrífugo-flutuação em solução de Sheather e em solução de cloreto de césio 

(ARROWOOD; DONALDSON, 1996), tratados com solução de hipoclorito de sódio 

2% por 10 minutos a 4º C, seguindo-se cinco etapas de diluição em PBS 7,4 e 

centrifugação a 12.000 g por cinco minutos para retirada de resíduos de hipoclorito de 

sódio. Os oocistos purificados foram ressuspendidos em PBS pH 7,4 e armazenados 

a 4º C.  

 

4.1.1.1 Sensibilidade analítica em amostras de fezes adicionadas com oocistos  
 

  A sensibilidade analítica da nPCR-TR-1T foi determinada utilizando DNA 

extraído 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 105 a 100 por grama de fezes. A quantificação dos 

oocistos foi realizada em câmara de Neubauer.  

A extração 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 

reações foram realizadas em quintuplicata. 

 

4.1.1.2 Sensibilidade analítica em DNA extraído de oocistos purificados   

 

   A sensibilidade analítica da PCR em tempo real e da nPCR-TR-1T foi 

determinada a partir de DNA extraído de diluições contendo 105 a 100 oocistos de C. 

baileyi quantificados em câmara de Neubauer.  

Para extração do DNA, os oocistos foram diluídos em solução de Chelex 100® 

(Bio-Rad) e submetidos a cinco etapas de congelamento em nitrogênio líquido por um 

minuto e descongelamento a 99º C, em um termomixer, por três minutos (DI 

GIOVANNI; LE CHEVALLIER, 2005).  As reações foram realizadas em quintuplicata. 

 

4.1.2 Especificidade analítica    

 

 A especificidade analítica da nPCR-TR-1T foi determinada utilizando DNA 

genômico de microrganismos que comumente apresentam amplificação inespecífica 

com primers   utilizados para diagnóstico de Cryptosporidium spp., incluindo Candida 
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sp., Isospora sp. de curiós (Sporophila angolensis) e diversas espécies de Eimeria 

que infectam a galinha doméstica (E. acervulina, E. maxima, E. tenella, E. mitis e E. 

praecox). As reações foram realizadas em duplicata. 

 

4.1.3 Repetibilidade e reprodutibilidade 

 

A determinação da repetibilidade da nPCR-TR-1T foi realizada utilizando 30 

amostras de DNA previamente diagnosticadas como positivas pela nPCR-TR-1T, que 

foram testadas três vezes, pela mesma pessoa, nas mesmas condições. Para avaliar 

a reprodutibilidade do teste, 30 amostras foram examinadas por três pessoas 

diferentes, todas com experiência em PCR em tempo real, em dois laboratórios e com 

equipamentos distintos (Sistema para PCR em tempo real CFX96, marca Biorad e 

Mastercycler RealPlex, marca Eppendorf).  

 

4.1.4 Sensibilidade e especificidade diagnósticas  

 

Para determinação da sensibilidade e especificidade diagnósticas da nPCR-

TR-1T, amostras de DNA genômico extraído 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 amplificação de 

fragmentos do gene 18S rRNA, que é reação considerada como padrão ouro para 

detecção de Cryptosporidium spp. As amostras de DNA estavam armazenadas a -20º 

C, no laboratório de Ornitopatologia da Faculdade de Medicina Veterinária de 

Araçatuba, há aproximadamente três a cinco anos, e são originadas de pesquisas 

anteriores (CAMARGO et al., 2018; FERRARI et al., 2018; SANTANA et al., 2018).    

 

4.1.4.1 NESTED PCR convencional para amplificação de fragmento da 

subunidade 18S do gene do RNA ribossômico 

 

            Para amplificação de um fragmento parcial do gene 18S rRNA foram utilizados 

os primers   5´ TTCTAGAGCTAATACATGCG3’ e   5’ 

CCCATTTCCTTCGAAACAGGA  3’, para a reação primária (1325 bp), e 5’ 

GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG3’ e 5´ AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 

3´ para a reação secundária (826-840 bp) (XIAO et al., 2000). Cada reação consistiu 
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em 22,5 μl de Platinum™ PCR Supermix (Invitrogen), 2,5mM de MgCl2, 200 nM de 

cada primer, 2,0 µl de DNA alvo e 0,6 μg/μl de albumina sérica bovina não acetilada 

(Sigma-Aldrich). As amostras foram submetidas à desnaturação inicial do DNA a       

94º C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos, cada um consistindo em desnaturação a 

94º C por 45 s, 45 s de anelamento a 55º C e 60 s de extensão a 72º C, com extensão 

final a 72º C por 7 min. 

Como controles positivo e negativo da reação foram utilizados DNA genômico 

de C. parvum e água 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 à nPCR-TR-1T foram examinadas por eletroforese em 

gel de agarose para verificar se havia amplificação de fragmentos com tamanho 

distinto do esperado para Cryptosporidium spp.  

Os produtos da nPCR-TR-1T e da nested PCR convencional foram purificados 

com utilização 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 automático ABI 3730XL (Applied 

Biosystems) pelo Centro de Recursos Biológicos e Biologia Genômica (CREBIO) da 

UNESP, Campus de Jaboticabal. As reações de sequenciamento foram realizadas 

nas duas direções utilizando os primers CPB-DIAGF e CPB-DIAGR, para a            

nPCR-TR-1T e os primers da reação secundária da nested PCR convencional. 

 

4.2.1 Análise filogenética 

 

 As sequências consenso foram determinadas utilizando o software CodonCode 

Aligner v. 8.0.1 (CodonCode Corporation), considerando somente os nucleotídeos 

com qualidade acima de 20,  alinhadas com o auxílio dos programas Clustal W 

(THOMPSON et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e 

comparadas com sequências homólogas disponíveis no GenBank utilizando o Basic 

Local Alignment Search Tool (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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A análise filogenética foi realizada com auxílio do software MEGA X (KUMAR 

et al., 2018), pelo método de máxima verossimilhança e utilizando o modelo de 

substituição de Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993).  

 
 
 

4.3 Determinação da ocorrência de Cryptosporidium spp. em amostras de 

campo 

 

Após a validação, nPCR-TR-1T foi utilizada para determinação da ocorrência 

de Cryptosporidium spp. em amostras de núcleos comerciais de frangos de corte 

(NCFC). Um NCFC corresponde a uma unidade física de produção avícola, composta 

por um ou mais galpões que alojam aves da mesma espécie e idade (BRASIL, 2017). 

Os NCFC pesquisados estão localizados na região oeste do estado de Santa 

Catarina. 

Inicialmente foi determinado o número mínimo de NCFC a serem pesquisados 

que sejam representativos da região para o cálculo da prevalência. Como não há 

dados referentes à prevalência de Cryptosporidium spp. em frangos de corte no Brasil, 

a taxa de prevalência estimada utilizada para o cálculo do número mínimo de NCFC 

pesquisados foi de 50%. Os outros critérios utilizados para o cálculo foram o número 

de NCFC na região (4.857), margem de erro de 10% e nível de confiança de 95%, de 

acordo com os critérios preconizados para calcular o tamanho da amostra com o 

objetivo de estimar uma proporção simples - prevalência aparente (SERGEANT, 

2018). Dessa forma, foi definido o número mínimo de 96 NCFC. Como foi possível a 

colheita em somente 64 NCFC, não foi possível determinar a prevalência de 

Cryptosporidium spp. e os resultados serão considerados somente para a 

determinação da ocorrência de Cryptosporidium spp. na região. 

O número de galpões 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 

estratificação: de 1 a 3 galpões: colheita em 3 galpões; 4 galpões: colheita em 3 

galpões; 5 a 10 galpões: colheita em 4 galpões; 11 ou mais galpões: colheita em 5 

galpões. A média de galpões por NCFC na região oeste de Santa Catarina é de um 

galpão. Portanto, foram colhidas amostras em 64 galpões localizados em 64 NCFC. 
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Em cada galpão dos NCFC são alojadas de 20.000 a 40.000 aves. Dessa 

forma, após a definição do número mínimo de NCFC e de galpões por NCFC, foi 

realizado o cálculo para determinação do número de amostras a serem colhidas em 

cada galpão para detecção da presença de Cryptosporidium spp. no galpão. Esse 

cálculo foi realizado considerando uma prevalência estimada no galpão de 10% 

(GOODWIN et al., 1996), sensibilidade do teste de diagnóstico de 70% e nível de 

confiança de 95%, de acordo com critérios preconizados para determinar o tamanho 

de amostras visando à detecção da presença de um agente no galpão e considerando 

amostras colhidas como pools em uma população com um número grande de aves 

(SERGEANT, 2018). 

Para o cálculo do número de amostras em cada galpão, é necessária a 

determinação da sensibilidade do teste diagnóstico a ser utilizado. Mesmo que 

técnicas de biologia molecular, entre elas a nPCR-RT-1T, apresentem taxas de 

sensibilidade muito superiores às de técnicas de diagnóstico microscópico (JEX et al., 

2008), com o objetivo de aumentar a confiabilidade da amostragem, a taxa de 70% de 

sensibilidade do teste diagnóstico foi adotada para o efetuar o cálculo do número 

mínimo de amostras para detecção de Cryptosporidium em cada galpão. Essa taxa 

de sensibilidade se aproxima daquela do método de Ziehl-Neelsen modificado 

(JOHNSTON et al., 2003; CHALMERS et al., 2011), que é o mais utilizado para 

pesquisa de Cryptosporidium em amostras fecais por microscopia.  

As amostras foram colhidas em 64 galpões presentes em 64 NCFC e foram 

constituídas por cinco pools por galpão, 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 solução de bicromato de potássio 2,5% a 4º C.  

As amostras correspondentes aos cinco pools de cada galpão foram 

processadas separadamente. Elas foram homogeneizadas com água 

deionizada/tween 20 0,1%, coadas em tamis de metal com porosidade de 300 µm e 

centrifugadas a 2.000 g por 10 minutos, seguindo-se a purificação e concentração de 

oocistos por centrífugo-flutuação em solução de Sheather.  

Os sedimentos resultantes da purificação de cada um dos cinco pools foram 

submetidos à extração de DNA (150 mg) utilizando o FastDNA Spin Kit for Soil® (MP 

Biomedicals), para realização da nPCR-TR-1T e da PCR convencional para o gene 

18S rRNA (item 4.1.4.1), seguidas de sequenciamento genético, e à pesquisa de 
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oocistos de Cryptosporidium spp. usando a coloração negativa com verde malaquita 

(ELLIOT et al., 1999). 
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5 RESULTADOS  
 

5.1 nested PCR em tempo real em um tubo para amplificação 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 extensão sendo realizadas de forma simultânea e na 

temperatura de 70°C. Na segunda etapa, a temperatura de anelamento de 62°C 

associada à extensão a 72º C foi a que resultou em melhor amplificação (Figura 1). 

Dentre todas as combinações de concentrações de primers, variando entre 40nM e 

50nM na 1ª etapa e 100nM, 200nM, 300nM e 400nM na 2ª etapa, as concentrações 

ideais foram 50nM e 400nM na 1ª e 2ª etapas, respectivamente, para ambos os 

conjuntos de primers de cada etapa (Figuras 2 e 3). 

A temperatura de dissociação observada para as espécies e genótipos aviários 

pesquisados foram: 79,6°C, 79,6°C, 79,4°C, 80,2°C e 80,0°C para C. baileyi, C. 

meleagridis, Cryptosporidium genótipo I de aves, C. proventriculi e C. galli, 

respectivamente (Figura 4).   

 

5.1.1 Determinação da sensibilidade e especificidade analíticas  

 

 O teste de sensibilidade analítica mostrou que a nPCR-TR-1T detectou 

aproximadamente 0,5 oocisto por reação (2 esporozoítos) (Figura 5). Não houve 

amplificação de DNA de microrganismos que comumente apresentam amplificação 

inespecífica com os primers utilizados para diagnóstico de Cryptosporidium spp., 

incluindo Candida sp., Isospora sp. e diversas espécies de Eimeria.  

 

5.1.2 Repetibilidade e reprodutibilidade  

 

O cálculo da repetibilidade realizado pela mesma pessoa, por três vezes, no 

mesmo equipamento, em amostras de DNA proveniente de amostras fecais de aves, 

evidenciou o mesmo resultado em 27 de 30 amostras (90%). Em relação à 

reprodutibilidade da nPCR-TR-1T, a análise de 30 amostras examinadas por três 

pessoas diferentes, todas com experiência em PCR em tempo real, em dois 

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

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

 

5.1.3 Sensibilidade e especificidade diagnósticas  

 

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 utilização do fluoróforo EvaGreen, realizado 

em duplicata, nas temperaturas de 64ºC (azul), 62ºC (vermelho) e controle 

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

um tubo, com utilização do fluoróforo EvaGreen, realizado em duplicata, na 

temperatura de anelamento de 62ºC, com concentrações de cada primer 

da 2ª etapa de (300nM – primers senso e antisenso - preto) e 400nM 

(primers senso e antisenso - vermelho). Concentração fixa dos primers da 

1ª etapa (50nM) e controle negativo(azul).  
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose. Teste de concentração de primers   da PCR 

em tempo real, com utilização do fluoróforo EvaGreen, realizado em 

octoplicata na temperatura de 62ºC, com combinações de concentrações 

de primers   100nM, 200nM, 300nM e 400nM, (C-): controle negativo.  

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
5.2   Sequenciamento do fragmento amplificado pela nested PCR em tempo real 

em um tubo e pela nested PCR convencional 

 

Foi possível realizar o sequenciamento em todas as 90 amostras amplificadas 

pela nPCR-TR-1T.  As seguintes espécies foram identificadas: C. baileyi, C. galli, C. 

meleagridis, C. proventriculi e Cryptosporidium genótipo I em aves. O sequenciamento 

dos fragmentos amplificados pela nested PCR convencional foi possível em 10/38 

(26,3%) das amostras positivas, com identificação das mesmas espécies identificadas 

pela nPCR-TR-1T (Tabela 1). 

400nM/400nM 400nM/300nM 

400nM/100nM 400nM/200nM 
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Figura 4 - Temperatura de dissociação observada na nested PCR em tempo real em 

um tubo para as espécies e genótipos aviários pesquisados: 79,6°C, 79,6°C, 79,4°C, 

80,2°C, 80°C para Cryptosporidium baileyi, Cryptosporidium parvum, genótipo I de 

aves, Cryptosporidium proventriculi, Cryptosporidium galli, respectivamente.   

 

 

 
 

Figura 5 - Sensibilidade analítica da nested PCR em tempo real em um tubo. DNA 

extraído de oocistos purificados (A). DNA extraído de fezes adicionadas com oocistos 

purificados (B). 105 oocistos (verde claro),104 oocistos (azul) ,103 oocistos (preto),102 

oocistos (laranja),101 oocistos (verde escuro),100 oocisto (amarelo). 

 

 

 

A 

B 
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5.2.1 Análise filogenética 

 

As amostras identificadas como C. baileyi, C. galli, C. proventriculi e 

Cryptosporidium genótipo I de aves apresentaram sequências com 100% de 

similaridade genética com as sequências AJ276096, MN410725, MK311118 e 

MG832883, respectivamente; por esse motivo, uma sequência representativa de cada 

espécie/genótipo de Cryptosporidium foi selecionada para confecção da árvore 

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 genótipo I de aves 

(3), Cryptosporidium proventriculi (4), Cryptosporidium galli (5) e controle 

negativo (6).  

 

 

 

 

  

6 
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Figura 7 - Árvore filogenética das sequências do gene 18S rRNA (271 posições de 

base no conjunto de dados final) de Cryptosporidium spp. de aves deste trabalho 

(triângulo verde) e de espécies selecionadas de Cryptosporidium, de acordo com a 

análise de máxima verossimilhança e o modelo de substituição de Tamura-Nei, com 

bootstrap de 1.000 repetições. A árvore foi enraizada com a sequência AF457127 de 

Monocysts agilis. 

 

 AJ276096 - C. baileyi

 C. baileyi

 MG832883 - Cryptosporidium genótipo I de aves

 Cryptosporidium genótipo I de aves

 AF093490 - C. parvum

 AF112574 C. meleadridis

 C. galli

 MN410725 - C. galli

 MK311138 - C. proventriculi

 C. proventriculi

 AF457127Mon Agilis

100

100

91

97

95

98

92
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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 identificação molecular da espécie ou genótipo de Cryptosporidium. 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Espécie ou 
Ordem 

Número de 
amostras 

positivas/total de 
amostras colhidas 
por espécie de ave 

(%) 

Detecção de Cryptosporidium 
spp. 

Sequenciamento genético 

Nested PCR 
convencional 

Nested PCR 
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. genótipo I de aves 2/40 (5%)  
 
 
 

17/253 (6,7) + + C. galli 6/17 (35,3%) 
nd 11/17 (64,7%) 

 

C. galli 17/17 (100%) 
 

14/253 (5,5) + - nd - 
 

      

Gallus 
domesticus 

12/81 (14,8) - + - C. baileyi 12/12 (100%) 

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 não identificada por sequenciamento devido à pequena quantidade de DNA amplificado. 
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5.3 Determinação da ocorrência 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 microscópico. 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 DISCUSSÃO 

 

A nPCR-TR-1T apresentou maior sensibilidade que a nested PCR 

convencional, que é o teste considerado como padrão-ouro para detecção de 

Cryptosporidium spp. Maior sensibilidade de protocolos de PCR em tempo real 

quando comparados à nested PCR convencional já 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 amplificação próxima a 30 CT, 

provavelmente pela pequena quantidade de oocistos presentes nas amostras. Os 

resultados encontrados estão de acordo com Yang et al. (2013), que encontraram 

positividade pela PCR em tempo real somente com amplificação em altos valores de 

CT, em amostras onde não houve detecção pela nested PCR convencional, devido à 

pequena quantidade de oocistos presentes. Essa mesma correlação 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 

diagnóstico de Pneumocystis jirovecii em humanos. 

Pela análise das curvas de dissociação nPCR-TR-1T (Figura 4), é possível 

observar a presença de picos duplos observados; esses picos são referentes a 

regiões nos fragmentos amplificados que apresentam dissociação em diferentes 

temperaturas (https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html) e não caracterizam 

amplificação inespecífica, 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 diagnóstico, como destacado em trabalhos anteriores 

(BALATBAT et al., 1996; JEX et al., 2008; MORGAN; THOMPSON, 1998). 

Para a validação de um protocolo de diagnóstico, também devem ser 

determinados a especificidade e sensibilidade diagnósticas e os valores preditivos 

positivo e negativo da reação. Como a sensibilidade da nPCR-TR-1T foi superior à da 

nested PCR convencional (padrão ouro), não foi possível a realização desses 

cálculos, pois o resultado indicaria baixa especificidade da nPCR-TR-1T, já que todos 

os resultados positivos pela nPCR-TR-1T e negativos pela nested  PCR convencional 

seriam considerados como falso-positivos, como observado em outros trabalhos 

relacionados à validação 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 não houve 

amplificação inespecífica. 

Amostras submetidas a protocolos de PCR convencional são examinadas por 

eletroforese em gel de agarose. Na ausência de amplificação inespecífica, o produto 

da PCR pode ser purificado diretamente com utilização de reagentes enzimáticos, 

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 há amplificação inespecífica, que é frequente em protocolos de nested PCR 

convencionais que amplificam fragmentos do gene 18S rRNA para detecção 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 

reamplificação, relacionando o resultado do sequenciamento com o CT da reação. 

Essa análise forneceu informações sobre a quantidade de DNA amplificado e, 

indiretamente, sobre a viabilidade de sequenciamento do produto amplificado. Como 

o protocolo de nPCR-TR-1T não amplifica fragmentos inespecíficos, os fragmentos 

resultantes dessa reação foram purificados diretamente do produto da reação 

utilizando o kit ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup Reagent (Termofisher Scientific).  
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As variações entre os resultados de repetibilidade e reprodutibilidade muito 

provavelmente estão relacionadas não somente à variabilidade da 

reação/pessoas/equipamentos, mas também à distribuição desuniforme do DNA na 

amostra (efeito Monte Carlo) (BUSTIN; NOLAN, 2004), que é decorrente da pequena 

quantidade de DNA presente em amostras de aves infectadas por algumas espécies 

de Cryptosporidium, particularmente as espécies gástricas em aves (NAKAMURA; 

MEIRELES, 2015).  

O protocolo padronizado neste trabalho utiliza primers para amplificar um 

fragmento de aproximadamente 432 pb, que é maior do que o recomendado para 

protocolos de PCR em tempo real. Essa característica da nPCR-RT-1T certamente 

interferiu na eficiência da reação (ARYA et al., 2005), no entanto, mesmo com essa 

limitação, a nPCR-RT-1T apresentou maior sensibilidade que o teste padrão-ouro. A 

opção pela utilização desses primers   se deve a uma particularidade do gene 18S 

rRNA de Cryptosporidium, que é a existência de uma região em particular com uma 

sequência de nucleotídeos altamente conservada em todos as espécies e genótipos, 

contendo em seu interior sequências polimórficas que permitem a diferenciação entre 

gêneros/espécies (XIAO et al., 1999). Essa região foi selecionada neste projeto para 

amplificação pela nPCR-RT-1T pelo fato de que não havia alternativa para a seleção 

de primers   que anelassem em outra região do gene 18S rRNA, que fossem gênero-

específicos e que permitissem a diferenciação das espécies/genótipos por 

sequenciamento genético. Essa limitação impediu, neste projeto, a otimização da 

reação com utilização de primers   direcionados a outras regiões do gene. 

Foi encontrada baixa ocorrência (0,2%; 1/64) de Cryptosporidium nos NCFC 

pesquisados na região oeste do estado de Santa Catarina. Em estudo anterior 

realizado em galinhas de criações comerciais e de fundo de quintal em 20 municípios 

do estado de São Paulo, Santana et al. (2018) utilizou a nested PCR convencional e 

detectou a ocorrência 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 ocorrência de 

Cryptosporidium spp. em 25% (6/24) das criações de sistemas extensivos, 25% (2/8) 

em sistemas semiextensivos, 60% (15/25) em sistemas intensivos de poedeiras 

comerciais e 25% (1/4) em criações comerciais intensivas de frangos de corte. As 

amostras deste trabalho, assim como algumas das amostras examinadas por Santana 

et al. (2018), foram obtidas de criatórios comerciais de frangos de corte e examinadas 

com métodos de detecção molecular, no entanto, devido à baixa amostragem obtida 
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de criatórios comerciais de frangos de corte examinada por esses autores, não foi 

possível comparar os resultados com os deste trabalho.  

Dentre os estudos realizados com amostras de galinha doméstica de criatórios 

comerciais, em que um número maior de amostras foi analisado, a ocorrência de 

Cryptosporidium spp. na galinha doméstica, em diversos trabalhos realizados em 

vários países, varia de 3,4 a 34,4%, com identificação de C. baileyi, C. meleagridis e 

Cryptosporidium genótipo II de aves, conforme revisão de literatura feita por 

Nakamura e Meireles (2015).  Também não é possível comparar nossos resultados 

aos destes trabalhos, devido a diferenças nos métodos de diagnóstico, técnicas de 

manejo e métodos de coleta das amostras.  

Neste trabalho, não foi detectada a presença 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 número 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 ocorrência de 5,36% (2/38) 1,6% (1/61) para infecção por essa espécie em 

galinhas domésticas na China e no Brasil, respectivamente.  

A realização deste projeto possibilitou a validação de um protocolo de 

diagnóstico que apresenta alta sensibilidade e alta especificidade para detecção do 

gênero Cryptosporidium em amostras fecais, além de viabilizar a purificação e o 

sequenciamento diretamente do produto amplificado. Como vantagens desse 

protocolo, em relação à nested PCR convencional, podemos citar a realização em 

somente uma etapa e sem a necessidade eletroforese para visualização do produto 

amplificado, a alta especificidade e a sensibilidade superior à nested PCR 

convencional. Essas características resultam em menor possiblidade de 

contaminação, maior rapidez para obtenção dos resultados, economia de reagentes 

e maior confiabilidade nos resultados. 
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7 CONCLUSÃO  

 

Neste trabalho foi validada um protocolo de nPCR-RT-1T para detecção de 

Cryptosporidium spp. em amostras fecais de aves.  A nPCR-RT-1T apresentou mais 

sensibilidade que o protocolo considerado como padrão outro para detecção de 

Cryptosporidium spp. em amostras fecais, a nested PCR convencional. O 

sequenciamento genético do amplicon da nPCR-RT-1T pode ser realizado após 

purificação por protocolos enzimáticos, mesmo em amostras com altos valores de CT. 

A ocorrência da infecção por Cryptosporidium spp. em NCFC na região oeste do 

Estado de Santa Catarina é de 0,2% (1/64). A infecção por C. baileyi apresenta baixa 

ocorrência na região oeste do Estado de Santa Catarina. 
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