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DETECGAO DE Cryptosporidium serpentis EM AMOSTRAS FECAIS DE
SERPENTES UTILIZANDO A PCR EM TEMPO REAL

RESUMO - A infec¢ao por Cryptosporidium serpentis € comum em répteis, em
particular em serpentes, e é caracterizada por infecgdo crénica com presenca
de gastrite hipertrofica grave, que pode ser letal. Esta pesquisa teve como
objetivo utilizar a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, tendo
como alvo o gene da proteina do choque térmico (Hsp70), para deteccao de C.
serpentis em amostras fecais de serpentes, e determinar a sua especificidade e
sensibilidade analiticas e epidemiolégicas utilizando, como padrdo ouro, a
nested PCR para amplificacdo de fragmento parcial do gene da subunidade
18S do rRNA (18S rRNA) seguida de sequenciamento dos fragmentos
amplificados (NPCR/S). A PCR em tempo real foi positiva para C. serpentis em
17 amostras (3,37%), enquanto a nPCR/S resultou em positividade para C.
serpentis em 15 amostras (2,98%). A nPCR/S resultou em positividade para
Cryptosporidium spp. em 60 amostras (11,98%). O sequenciamento dos
fragmentos amplificados pela nPCR foi possivel em 38 amostras e resultou na
identificacdo de  Cryptosporidium  tyzzeri,  Cryptosporidium  muris,
Cryptosporidium varanii e C. serpentis, em diversas espécies de serpentes. Os
valores de sensibilidade e especificidade epidemiologicas da PCR em tempo
real foram, respectivamente, 93,8% e 99,5%. Embora trés amostras tenham
apresentado positividade para C. serpentis apenas pela PCR em tempo real, e
foram consideradas como resultado falso positivo na estimativa da
especificidade e sensibilidade epidemiolégicas, a analise da curva de
dissociagao indicou que essas amostras apresentaram a mesma temperatura
de dissociacado que as amostras de C. serpentis. Assim, concluiu-se que a PCR
em tempo real, visando ao gene Hsp70 € um método sensivel e especifico para

deteccgdo de C. serpentis em amostras fecais de serpentes.



Palavras-Chave: Cryptosporidium, diagndstico molecular, epidemiologia,

répteis.

DETECTION OF Cryptosporidium serpentis in SNAKES FECAL SAMPLES
USING REAL-TIME PCR

SUMMARY - Cryptosporidium serpentis infection is common in reptiles,
especially snakes, and is characterized by chronic infection with severe
hypertrophic gastritis, which can be lethal. This research aimed to use the real-
time polymerase chain reaction (PCR) targeting the heat shock protein gene
(Hsp70) for detection of C. serpentis in fecal samples of 503 snakes, and to
determine its analytical and epidemiological specificity and sensitivity using, as
a gold standard, the nested PCR targeting the 18S rRNA (18S rRNA) gene
followed by sequencing of the amplified fragments (nPCR/S). The real-time
PCR was positive for C. serpentis in 17 samples (3.37%), and nPCR/S resulted
in positive results for C. serpentis in 15 samples (2.98%). It was also observed
that the nPCR/S was positive for Cryptosporidium spp. in 60 samples (11.98%).
Sequencing of the fragments amplified by nPCR was possible in 38 samples,
and resulted in the identification of Cryptosporidium tyzzeri, Cryptosporidium
muris, Cryptosporidium varanii and C. serpentis in several species of snakes.
The sensitivity and specificity of real-time PCR were, respectively, 93.8% and
99.5%. Although three samples were positive for C. serpentis only by real-time
PCR, and were considered as false positive results in the estimation of the
epidemiological specificity and sensitivity, the melting curve analysis indicated
that these samples had the same melting temperature of the C. serpentis
samples. Thus, we conclude that real-time PCR targeting the gene Hsp70 is a
sensitive and specific method for the detection of C. serpentis in fecal samples

from snakes.

Keywords: Cryptosporidium, epidemiology, molecular diagnosis, reptiles.
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CAPITULO |

1 CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 Subordem Ophidia

Serpentes sdo animais vertebrados pertencentes a Classe Reptilia,
Ordem Squamata e Subordem Ophidia (BELUCCI et al., 2008) e s&o
distribuidas em dois grupos: as serpentes que ndo exibem os dentes
inoculadores de veneno, ou seja, ainda que possuam O veneno, Nnao
apresentam a presa necessaria para o injetar em suas vitimas e as
peconhentas, que se caracterizam pela producido de pecgonha, proteina
altamente complexa que € inserida na vitima por meio de presas inoculadoras
de veneno (POUGH; JANIS; HEISER, 2003). Em geral, as serpentes sdo de
extrema importancia no meio ambiente, pois atuam como reguladores naturais
dos ecossistemas, sendo também importantes em pesquisas em diversas

areas de estudo.

A fauna de serpentes no Brasil € composta por 375 espécies, referentes
a 10 familias (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2012).
Aproximadamente 15% sao peconhentas e pertencem a familia Viperidae, com
28 espécies descritas, que sao responsaveis pela maior quantidade de
acidentes ofidicos no Brasil (Bothrops, Lachesis e Crotalus), e a familia

Elapidae, com 27 espécies descritas.

A classificacdo das serpentes € fundamental para identificagdo das
especies, principalmente as de importancia médica. De acordo com o Ministério
da Saude, 75% dos acidentes ofidicos sao ocasionados por serpentes da
familia Viperidae e somente 0,7% por serpentes da familia Elapidae (BRASIL,
2012).
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O Instituto Butantan, local de origem das amostras que foram cedidas
para esta pesquisa, € um dos maiores centros de pesquisas biomédicas do
mundo e abriga diversas colegcbes de serpentes; é responsavel por mais de
93% do total de soros e vacinas produzidas no Brasil. Fundado em 1901, seu
primeiro diretor foi o médico sanitarista Vital Brazil. A instituicdo desenvolve
pesquisas na area de reproducdo e manutencdo de serpentes em cativeiro,
incluindo estudos nas areas de patologia, hematologia e parasitologia
(GREGO, 2000).

1.2 Histoérico de Cryptosporidium

Cryptosporidium sado coccidios que completam seu ciclo biolégico na
superficie de células epiteliais dos tratos gastrintestinal, respiratério e urinario
de mamiferos, aves, répteis e peixes (CHERMETTE; BOUFASSA-OUZROUT,
1988). Apresenta distribuicdo mundial e foram descritos primeiramente por
TYZZER (1907) que denominou, como Cryptosporidium muris, um pequeno
coccidio encontrado em glandulas gastricas de camundongos de laboratério. O
mesmo autor, em 1912, observou outra espécie localizada no intestino delgado
de camundongo; ap6s infecgado experimental, observou infecgdes isoladas no
estdbmago e no intestino, e denominou o novo isolado como Cryptosporidium

parvum.

A maioria das espécies de Cryptosporidium ¢é morfologicamente
semelhante, e a identificacdo da espécie s6 pode ser realizada utilizando
técnicas moleculares. Até o momento, foram descritos varios gendétipos e 26
espécies de Cryptosporidium (Quadro 1), em diversos hospedeiros. De acordo
com Ren et al. (2012), Cryptosporidium spp. € amplamente diagnosticado em
mamiferos, aves e em aproximadamente 80 espécies de répteis, inclusive

serpentes.
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Quadro1 - Espécies de Cryptosporidium atualmente descritas

Espécie Hospedeiro Bibliografia

C. andersoni Bovinos (A) Lindsay et al. (2000)

C. baileyi Aves (B, C, TR) Current et al. (1986)

C. bovis Bovinos (ID) Fayer et al. (2005)

C. canis Caninos (ID) Fayer et al. (2001)

C. cuniculus Coelhos (D) Robinson et al. (2010)

C. fayeri Canguru vermelho (Macropus rufus) Ryan et al. (2008)

C. felis Felinos (ID) Iseki (1979)

C. fragile Anfibios (Duttaphrynus melanostictus) (E) | Jirka et al. (2008)

C. galli Varias espécies de aves (P) Eta;/II-él(szego?(’;QQQ; 2001); Ryan

C. hominis Humanos (ID) Morgan-Ryan et al. (2002)

C. macropodum | Canguru gigante (Macropus giganteus) Power e Ryan (2008)

C. meleagridis Varias espécies de aves, homem (ID) Slavin (1955)

C. molnari Peixes (E) glc\,/sariﬁ[: ?gggg; e Sitja-

C. muris Roedores (E) Tyzzer (1910)

C. parvum Camundongo, bovinos, homem (ID) Tyzzer (1912)

C. ryanae Bovinos (D) Fayer et al. (2008)

C. saurophilum | Lagartos (E, ID) Koudela e Modry (1998)
Brownstein et al. (1977);

C. serpentis Lagartos, serpentes (E) Levine (1980); Tilley et al.
(1990)

C. scophthalmi Peixes (E, ID) Alvarez-Pellitero et al. (2004)

C. suis Suinos (ID, I1G) Ryan et al. (2004)

C. tyzzeri Camundongos (ID) Ren et al. (2012)

C. ubiquitum Ruminantes, homem (ID) Fayer et al. (2010)

C. varanii* Monitor esmeralda (Varanus prasinus) g:z:gz::ﬁ :tF?;/.a(r: ?gg())g)

C. viatorum Humanos (D) Elwin et al. (2012)

C. wrairi Cobaio (Cavia porcellus) (ID) Vetterling et al. (1971)

C. xiaoi Ovinos (D) Fayer e Santin (2009)

Principais sitios de infecgdo do parasito no hospedeiro: A-abomaso; B-bursa; C-cloaca; E-

estdbmago; ID-intestino delgado; IG-intestino grosso; P-proventriculo ; TR-trato respiratério; *D-
Desconhecido. *Em substituicdo a C. saurophilum. (Adaptado de XIAO; FAYER, 2008;
PLUTZER; KARANIS, 2009 e REN et al., 2012).
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1.2.1 Agente etiologico

Cryptosporidium é um coccidio pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe
Coccidea, Ordem Eucoccidiorida e Familia Cryptosporidiidae (FAYER, 2008).
Sao considerados parasitos intracelulares, porém extracitoplasmaticos, e
completam seu ciclo biolégico na superficie de células epiteliais dos tratos
gastrintestinal, respiratorio e urinario de mamiferos, aves, répteis e peixes
(CHERMETTE; BOUFASSA-OUZROUT, 1988; CACCIO, 2005).

Sao monoxénicos e se distinguem de outros coccidios por apresentarem
caracteristicas proprias, como oocistos sem esporocistos e presenca de quatro
esporozoitos, além de auto-infecgdo (excistagdo de oocistos de parede fina) e
oocistos (parede espessa) que sao eliminados no ambiente. Ha também a
presenga de um vacuolo parasitéforo (localizacdo intracelular, porém
extracitoplasmatica), na superficie das microvilosidades de células epiteliais do
intestino (BOROWSKI et al. 2008; WARD WANG; 2001).

Carreno et al. (1999), Barta e Thompson, (2006) e Kuo et al. (2008)
identificaram, por meio de analise filogenética, que Cryptosporidium, em
relacdo a sua taxionomia, esta mais proximo da Classe Gregarinia do que da
Classe Coccidea. Portanto, reforgando a teoria de Hijjawi et al. (2002, 2004) e
Rosales et al. (2005) sobre a existéncia de estagios extracelulares no ciclo
biolégico de Cryptosporidium andersoni e sua multiplicacdo em meio de cultura
livre de células. Além disso, Bull et al. (1998) citaram reatividade cruzada de
anticorpos monoclonais anti-Cryptosporidium com esporocistos do género

Monocystis, em reacao de imunofluorescéncia direta.

1.2.2 Ciclo biolégico do Cryptosporidium

O ciclo de vida de Cryptosporidium possui seis estagios de
desenvolvimento no hospedeiro e € muito semelhante ao de outros coccidios

pertencentes a subordem Eimeriorina. O processo de infecgdo ocorre por meio
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da excistacdo dos oocistos, merogonia, gametogonia, fertilizagdo, formagao da

parede dos oocistos e esporogonia (SMITH; ROSE, 1998).

Conforme descrito na Figura 1, o ciclo biolégico de Cryptosporidium
inicia-se com eliminagdo de oocistos esporulados, por um hospedeiro
infectado, geralmente em fezes ou em secregdes respiratorias. O hospedeiro
susceptivel se infecta pela ingestdo de oocistos, presentes na agua, alimentos
e, em menor escala, pela inalacdo de oocistos em suspensdo (CURRENT et
al.,1986; SMITH et al., 2007; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004; XIAO;
FAYER, 2008).

Apos ingestdo de oocistos, ocorre sua excistacdo, com liberagdo de
quatro esporozoitos, por meio de dissolucdo da sutura, e sua adesédo a
superficie de células epiteliais, onde serdo englobados pelas microvilosidades,
com formacdo de um vacuolo parasitéforo, onde irdo se diferenciar em
trofozoitos e iniciar um processo de reproducdo assexuada (merogonia ou
esquizogonia). Na reproducao assexuada, serao formados os esquizontes de
primeira geragdo, com oito merozoitos, que podem sofrer desenvolvimento
ciclico, dando origem a esquizontes de primeira geragéo ou entdo prosseguem
no ciclo, com formacao de esquizontes de segunda geragcao, contendo quatro
merozoitos (CURRENT et al.,1986; SMITH et al., 2007; SRETER; VARGA,
2000; XIAO et al., 2004; XIAO; FAYER, 2008).

Cryptosporidium  apresenta localizagdo  intracelular,  todavia,
extracitoplasmatica, dentro de uma estrutura denominada vacuolo parasitéforo,
que é formada por uma membrana derivada das microvilosidades da célula
epitelial. A formagdo da “organela de alimentacido”, resultante da fusdo da
parede do parasito com a membrana celular do hospedeiro, proporciona a
captacao de nutrientes do citoplasma da célula do hospedeiro (BOROWSKI et
al., 2008).
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Figura 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. (PUTIGNANI E
MENCHELLA, 2010)

A parede dos oocistos € composta por trés camadas, uma externa, de
5nm, formada por glicoproteinas acidas e duas internas, uma de 10nm,
composta por lipideos complexos (glicolipideos e lipoproteinas) e outra de 20
nm, provavelmente composta por glicoproteinas acidas. Dois tipos de oocistos
se formam: 80% tém parede espessa e sao eliminados ja infectantes, junto
com as fezes; 20% sao envolvidos apenas por uma membrana e se rompem na

luz intestinal, determinando novo ciclo no mesmo hospedeiro (PETRY, 2004).
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1.3 Infecgao em Répteis

1.3.1 Classificagao das espécies de Cryptosporidium em répteis

A criptosporidiose € uma enfermidade parasitaria frequente em répteis,
particularmente em serpentes, e geralmente apresenta curso cronico, com
presenga de gastrite e eventual mortalidade. A infeccdo por Cryptosporidium
em serpentes é caracterizada por anorexia, regurgitacao pos-prandial, letargia,
aumento de volume na regido gastrica e perda de peso (PEDRAZA-DIAZ et al.,
2009).

A infeccdo de Cryptosporidium em répteis foi relatada primeiramente por
Brownstein et al. (1977) em 14 serpentes de trés géneros e quatro espécies
(Elaphe guttata, Elaphe subocularis, Crotalus horridus e Sansinia
madagascarensis) que apresentavam severa gastrite hipertrofica. Levine
(1980), com base no hospedeiro infectado e nos relatos de Brownstein et al.
(1977), denominou os isolados de serpentes como C. serpentis.
Posteriormente, Koudela e Modry (1998) descreveram isolados de
Cryptosporidium saurophilum, encontrados em 67 espécies de 220 lagartos de

vida livre ou de cativeiro.

De acordo com Xiao et al, (2004a), ha duas espécies de
Cryptosporidium classificadas em répteis: Cryptosporidium varanii (em
substituigdo a Cryptosporidium saurophilum) e Cryptosporidium serpentis. C.
serpentis € um parasito gastrico, enquanto que C. varanii € um parasito de

localizagao intestinal.

Ha poucos relatos de infeccdo por Cryptosporidium sp. no epitélio
intestinal de serpentes associada a evidéncias de enterite (BROWER e
CRANFIELD, 2001;. RICHTER et al, 2008). Oocistos de outras espécies que
sao ingeridos juntamente com os alimentos, tais como C. muris, C. parvum e C.

tyzzeri ndo colonizam o epitélio gastrintestinal de serpentes.
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1.4 Ocorréncia em serpentes no Brasil

Até o momento ha poucos relatos de infecgdo por Cryptosporidium em
répteis no territorio brasileiro. No estado de Sao Paulo, Karasawa et al. (2002)
registraram ocorréncia de Cryptosporidium em serpentes (Crotalus durissus
terrificus), em amostras fecais e de lavado intestinal de 50 animais.
Posteriormente, encontraram oocistos em 14 animais, com eliminacio

intermitente de oocistos.

Na Fundacado Parque Zoolégico de Sao Paulo, Seva et al. (2011)
relataram resultados positivos para C. serpentis em 16 (21,6%) animais
presentes em 74 recintos, por meio de técnicas moleculares. Em apenas trés
serpentes (Caudisona durissa, Lampropeltis mexicana e Epicrates crassus)
observaram enfermidade clinica, caracterizada por regurgitacdo e perda

progressiva de peso.

Ruggiero et al. (2011) também descreveram C. serpentis por meio de
técnicas moleculares, em 25 serpentes, de trés diferentes espécies (C. durissa,
Bothropoides jararaca e Boa constrictor amarali), mantidas no serpentario do
Instituto Butantan de Sao Paulo. Nesse mesmo local, Paiva et al. (2013)
relataram a presenga de C. serpentis em varias espécies de serpentes, e
observaram a presenga de regurgitacdo, perda de peso progressiva,
eliminacdo intermitente de oocistos e resposta imune humoral contra o

parasito.

1.5 Espécies de Cryptosporidium em répteis

Em 1998, Koudela e Modry desenvolveram pesquisas com inoculagao
de oocistos de Cryptosporidium sp. de lagartos em cinco géneros de lagartos,
em serpentes, galinhas e camundongos, e observaram infecgdo somente em

lagartos. ApOs realizarem analise morfométrica dos oocistos, do sitio de
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infeccado e de estudos de transmissao cruzada, a denominagao C. saurophilum

foi proposta para esse isolado.

Embora infecgdo por C. saurophilum seja a mais comum em lagartos,
eles também séao infectados por C. serpentis. Xiao et al. (2004a) realizaram
PCR/RFLP tendo como alvo o gene da subunidade 18S do rRNA (18S rRNA),
em 24 amostras de diversas espécies de lagartos, e observaram 10 animais
parasitados por C. serpentis. De acordo com Xiao et al. (2002), varias espécies
de Cryptosporidium podem ser detectadas em répteis. Upton et al. (1989) e
O’Donoghue (1995) observaram pelo menos cinco morfotipos em répteis de
cativeiro e selvagens e postularam que eles tem como origem a ingestao de
oocistos de outras espécies presentes em presas ingeridas por esses animais,

e que nao colonizam o trato gastrintestinal de lagartos.

Em estudos com analise filogenética de sequéncia do gene 18S rRNA,
Morgan et al. (1999) descreveram trés gendtipos distintos: um
morfologicamente relacionado a C. serpentis mas, geneticamente, muito similar
a C. muris; outro genodtipo analisado em posicdo intermediaria entre C.
serpentis e C. muris e um genotipo classificado como gendtipo camundongo,
que é morfologicamente semelhante, mas geneticamente distinto de C.

parvum.

Com base em técnicas moleculares, Xiao et al. (2004a) detectaram, em
serpentes e lagartos, infeccao por C. serpentis e por Cryptosporidium gendtipo
monitor do deserto, que anteriormente foi denominado como C. saurophilum.
Nesse estudo, trés isolados de Cryptosporidium, relatados em serpentes
cativas, foram classificados como C. muris e C. parvum gendtipo camundongo
e C. parvum gendtipo bovino, provavelmente originados de alimento ingerido
por esses animais. Posteriormente, observaram quatro outros gendtipos de
Cryptosporidium: Cryptosporidium gendtipo tartaruga, descritos em tartarugas

terrestres, dois novos gendtipos de serpentes e um novo gendtipo de
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Cryptosporidium em lagartos, todos geneticamente distintos, mas relacionados

com C. serpentis.

De acordo com Xiao et al. (2004a), um isolado de Cryptosporidium foi
detectado em um lagarto monitor na Nova Guiné, como nova espécie de
Cryptosporidium: C. varanii, parasitando o epitélio intestinal de um lagarto
monitor esmeralda (Varanus prasinus), principalmente em sua porgao caudal.
Em 2008, Pavlasek e Ryan consideraram essa espécie como valida, em

substituigcdo a C. saurophilum.

1.6 Patogenia, Sinais Cinicos e Lesdoes Macroscopicas e Microscopicas.

Em 2001, Brower e Cranfield observaram que, em serpentes,
Cryptosporidium sp. é observado em regido gastrica, mas os autores
detectaram também algumas serpentes infectadas com Cryptosporidium sp.,
em localizagdo restrita ao intestino. Da mesma forma, Xiao et al. (2002)
descreveram, em quelbnios, formas distintas de infecgao por Cryptosporidium
gastrico e intestinal. De acordo com O’Donoghue(1995) e Xiao et al. (2004b),
geckos leopardo (Eublepharis macularius) pode apresentar criptosporidiose

cloacal.

Em répteis, a criptosporidiose ocorre com maior frequéncia em
serpentes adultas. O curso clinico nas serpentes € habitualmente demorado,
nao é auto-limitante, apresenta eliminacdo constante de oocistos e, quando
infectadas, diversas serpentes manifestam doencga gastrica cronica (CARMEL,;
GROVES, 1993; O'DONOGHUE, 1995)

Em serpentes, a criptosporidiose pode se revelar de forma clinica ou
subclinica e a enfermidade pode se propagar rapidamente por toda a criagéo

(ALVES et al.,, 2005). Determinadas espécies de serpentes, mesmo sem
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manifestar sinais clinicos, podem desenvolver severa gastrite hipertrofica, com
eliminacdo intermitente de oocistos que pode persistir por anos (GRACZYK;
CRANFIELD, 1998)

Criptosporidiose em répteis, principalmente em serpentes, resulta em
gastrite associada a anorexia, regurgitagdo poés-prandial, letargia, perda
progressiva de peso e aumento de volume em regidao mediana do corpo, de
consisténcia firme, que normalmente é fatal. Diferentemente do que ocorre em
mamiferos, que geralmente manifestam enfermidade caracterizada por enterite
aguda (GODSHALK et al., 1986; CARMEL; GROVES, 1993; O’'DONOGHUE,
1995; CURRENT, 1999; RAMIREZ; 2004; XIAO et al., 2004b).

Em lagartos, a enfermidade resulta em anorexia, perda de peso, inchago
abdominal, letargia ou infecgbes gastricas subclinicas (DILLEHAY et al., 1986;
O’'DONOGHUE, 1995; CURRENT, 1999; RAMIREZ; 2004), podendo haver
mortalidade (DILLEHAY et al., 1986; CURRENT, 1999; XIAO et al., 2004a). Ja
nos quelbnios, foram observados sinais de gastrite e regurgitacdo
(O'DONOGHUE, 1995; CURRENT, 1999).

Godshalk et al. (1986) e O’Donoghue (1995) relataram que
Cryptosporidium induz a proliferacdo de células da mucosa gastrica, com
atrofia de glandulas gastricas, excesso de secre¢do de muco, presenga de
petéquias, gastrite hiperplasica, acentuado aumento da espessura da parede
estomacal e das pregas longitudinais, aumento do diametro do estémago e

reducéo do lumen gastrico.

Em diagnostico histopatologico do estdmago de serpentes, Godshalk et
al. (1986) e O’Donoghue (1995) relataram a presenga de inflamagao,
hiperplasia e hipertrofia das glandulas gastricas, edema da submucosa e
lamina prépria, com infiltrado celular.

Cerveny et al. (2012) relataram infecgdo por C. serpentis, por meio de
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PCR convencional, em amostras fecais de diversas espécies de serpentes,
ap6s analise da mucosa gastrica por meio de histopatologia e
imunofluorescéncia direta (IFD), e detectaram lesbes histolégicas graves no

estdmago e gastrite hipertrofica nesses animais.

1.7 Importancia da criptosporidiose em serpentarios

A infecgdo por C. serpentis apresenta importancia fundamental para
criadouros conservacionistas e comerciais e para centros de pesquisa, pois
pode ser letal e resultar em sacrificio de toda a populagao existente no plantel.
Isolados de mamiferos e aves nao infectam serpentes, ao contrario do que
ocorre com oocistos isolados de diversas espécies de répteis. Esta informagao
€ de grande relevancia para os centros herpetoldgicos e criadouros distintos,
uma vez que alguns alojam uma ampla diversidade de répteis (CRANFIELD;
GRACZYK, 1994; GRACZYK; CRANFIELD, 1998).

Devido a falta de um tratamento efetivo de criptosporidiose em
serpentes, a infecgdo por C. serpentis normalmente resulta na eutanasia dos
animais infectados. A ocorréncia da enfermidade pode resultar em prejuizos
inestimaveis, com perda de espécies raras. Desse modo, € necessario o
controle da infeccdo em criatorios que visam a extragdo de peconha para
posterior liofilizagdo ou producdo de soros (CRANFIELD; GRACZYK, 2006).

No Brasil, o comércio de animais de estimacdo silvestres esta se
expandindo, especialmente o de serpentes e lagartos. O controle da
criptosporidiose em criadouros comerciais € importante, porque a infecgao por
Cryptosporidium pode ser transmitida entre diferentes espécies de répteis e ha
perda principalmente de matrizes, uma vez que Cryptosporidium em répteis
infecta, com maior frequéncia, animais adultos (CARMEL; GROVES, 1993;
O'DONOGHUE, 1995; GRACZYK; CRANFIELD, 1998; XIAO et al., 2004;
RAMIREZ; 2004).
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Em cativeiro, o manejo € a principal medida profilatica para evitar a
disseminagao da criptosporidiose. Os oocistos de Cryptosporidium sdo muito
resistentes as condicdes ambientais, assim como a acido de diversos
desinfetantes; da mesma forma, terapias com farmacos nao sao efetivas no
tratamento (CARMEL; GROVES, 1993; GRACZYK; CRANFIELD, 1998;
CRANFIELD; GRACZYK, 2006).

1.8 Importancia da criptosporidiose de répteis em Saude Publica

Embora ainda ndo haja comprovagdo de transmissdo experimental de
isolados de répteis para mamiferos, Carmel e Groves (1993) descreveram que
as especies de Cryptosporidium em répteis devem ser consideradas

possivelmente patogénicas para humanos.

Fayer et al. (1995) relataram que, apds transmissao experimental,
isolados de C. serpentis de serpentes nao foram infectantes para
camundongos BALB/C. No entanto, o potencial zoonético da criptosporidiose
de répteis tem que ser estudado, uma vez que ha poucos estudos de

transmissao cruzada em mamiferos envolvendo amostras isoladas de répteis.

De acordo com Graczyk e Cranfield (1998) a deteccao de infec¢ao por
Cryptosporidium em répteis € importante em termos de saude publica, apesar
da transmissédo de Cryptosporidium de répteis para humanos ainda n&o ser
confirmada. Porém, ha possibilidade de contaminacdo do homem com outras
espécies de Cryptosporidium que infectam o homem, devido a liberagao da

venda dos animais e ao maior contato com as pessoas.

Chen e Qiu (2012) observaram a presenga de oocistos de C. serpentis
em fezes de um bezerro que apresentava diarreia. Os oocistos obtidos de
amostra fecal do bezerro foram entdo inoculados em camundongos de

laboratério da linhagem BALB/c, imunocompetentes ou imunossuprimidos,
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havendo o desenvolvimento de infeccdo gastrica e eliminagdo de oocistos em
fezes, o que demonstra que C. serpentis, em algumas situag¢des, pode infectar

hospedeiros mamiferos.

1.9 Diagnéstico de criptosporidiose

1.9.1 Visualizagao de oocistos e outros estagios evolutivos por métodos

de concentracao e/ou coloragao

O método de centrifugo-flutuacdo em solucdo de Sheather € o mais
utilizado para detecgdo de oocistos de Cryptosporidium a partir de amostras
fecais, por apresentar custo mais baixo. Os oocistos sdo visualizados como
estruturas brilhantes, contendo granulos negros, em microscopia de contraste
de fase, ou como estruturas translucidas, com coloragdo levemente rosea e
com granulos em seu interior, em microscopia Optica de campo claro
(SRETER; VARGA, 2000).

Ha ainda outras técnicas que podem ser empregadas na detecg¢ao de
oocistos de Cryptosporidium, como a coloragao negativa com verde malaquita,
na qual os oocistos sao observados como estruturas brilhantes, envoltas por
um fundo verde (ELLIOT et al., 1999), e a técnica de Kinyoun (alcool acido
resistente), em que os oocistos refletem coloragao résea a vermelha, contra um
fundo verde (MA; SOAVE, 1983).

A visualizacdo de Cryptosporidium em tecidos é realizada por meio de
esfregagcos de mucosas corados com a técnica de coloragdo de Kinyoun, que
permite excelente visualizacdo de estagios evolutivos de Cryptosporidium
(LATIMER et al., 1988). A técnica mais utilizada para coloracdo de cortes
histolégicos € a hematoxilina-eosina (HE), na qual os estagios evolutivos sao
observados como corpos esféricos basofilos, de 2,0 - 7,5 ym, na superficie das

células epiteliais. Em cortes histolégicos, sdo empregadas as coloragcdes a
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base de prata, acido periddico de Schiff e microscopia eletrdnica, de
transmissao ou de varredura, para visualizagdo da morfologia ultra-estrutural
do parasito (PETRY, 2004; VALIGUROVA et al., 2008).

1.9.2 Métodos Imunolégicos

Os testes imunoldgicos para pesquisa de oocistos ou de antigenos
soluveis, em fezes tém substituido a analise microscépica para diagnostico de
criptosporidiose (KHEL et al., 1995), pois apresentam melhor sensibilidade e
especificidade que as técnicas tradicionais de coloragdo e reduzem o tempo
para diagnéstico (ARROWOOD; STERLING, 1989; JOHNSTON et al., 2003).

Dentre os métodos imunoloégicos mais utilizados para diagnéstico de
criptosporidiose encontram-se o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura
(FAYER et al., 2000; JEX et al.,, 2008) e a imunofluorescéncia direta (IFD)
(BIALEK et al., 2002; FAYER et al., 2000; JEX et al., 2008).

1.9.3 Métodos moleculares

As técnicas moleculares, como a reagdao em cadeia de polimerase
(PCR), se caracterizam por alta sensibilidade e especificidade (BALATBAT et
al., 1996; MORGAN; THOMPSON, 1998; JEX et al., 2008). Porém, seu custo
elevado, quando comparado ao custo de outros métodos de detecgao de
Cryptosporidium, em amostras fecais, faz com que a detecc¢do e caracterizagéo

molecular ndo sejam utilizadas rotineiramente em laboratérios de diagndstico.

Levando em consideragdo a baixa sensibilidade do diagndstico por
microscopia e a impossibilidade de diferenciacao entre espécies pelos métodos

imunolégicos, as técnicas baseadas em técnicas moleculares, como a PCR,
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seguida da analise do polimorfismo no comprimento de fragmentos de DNA,
gerados por enzimas de restricdo (RFLP), ou por sequenciamento dos
fragmentos amplificados, sdo aquelas que permitem a diferenciacéo entre as
diferentes espécies de Cryptosporidium (SARGENT et al.,1998; MORGAN et
al., 1999a; SRETER; VARGA, 2000; JEX et al., 2008).

A caracterizagdo molecular de Cryptosporidium geralmente é realizada
por meio da PCR seguida da RFLP ou de sequenciamento dos fragmentos
amplificados. O locus mais utilizado € o gene da subunidade 18S do rRNA.
Esse locus apresenta cinco copias por genoma e, pelo fato de caracterizar
evolucdo mais lenta e menor polimorfismo, é o locus de escolha para amostras
de animais que possam estar infectados por espécies ou genétipos ainda nao
classificados (MORGAN et al., 2000a; SPANO et al., 1998; XIAO et al., 1999a;
1999b; 2000b; 2004).

Existem outros loci que podem ser utilizados, como os genes da actina
(SULAIMAN et al., 2002), da proteina do choque térmico (Hsp70) (MORGAN et
al., 1999b) e da proteina da parede de oocistos-COWP (XIAO et al., 2000a).
Eles apresentam alto polimorfismo interespécies e, portanto, sdo muito
importantes na analise genética de espécies ou gendtipos geneticamente
similares, como Cryptosporidium baileyi e Cryptosporidium sp. de avestruzes
(XIAO et al., 2004).

Em relacdo a PCR, devido as variagdes do método de extragao de DNA,
do gene utilizado e do protocolo da reacéo, e a presenga de inibidores da PCR,
(CAREY et al., 2004), ha relatos de resultados superiores (MORGAN et al.,
1998b), similares (BIALEK, et al., 2002) ou inferiores (MAGI et al., 2006),

quando esta técnica € comparada com métodos imunologicos ou de coloragao.

A PCR em tempo real pode ser empregada como um método alternativo

ao da PCR convencional com algumas vantagens, como o diagndstico mais



34

rapido, a diminuigdo de possiveis contaminantes no laboratorio (amplicons), a
auséncia de procedimentos apds o término da PCR, como a eletroforese, e a
possibilidade da visualizagado de resultados preliminares antes do término da

reacgao.

Na literatura existem diversos relatos do uso da PCR em tempo real para
diagndstico ou diferenciagdo entre as espécies de Cryptosporidium, como C.
parvum e C. hominis, em humanos (STROUP et al., 2006; JOTHIKUMAR et al.,
2008). Utilizando PCR em tempo real, visando ao gene da actina para deteccgéo
de C. parvum, Homem et al. (2012) relataram positividade de 73,2% (153/209)
para C. parvum em amostras fecais de bovinos; na PCR convencional, seguida
de sequenciamento dos fragmentos amplificados, a positividade foi de 56,5%
(118/209).

Lalonde et al. (2011) descreveram a identificagcdo de C. parvum e C.
muris em amostras fecais de humanos e de varios animais, por meio de PCR
em tempo real e analise de curva de dissociagao, e ressaltaram a importancia

dessa técnica para detecgao rapida e confiavel de Cryptosporidium.

Até o momento ndo foram encontrados informacdes na literatura sobre

diagndstico de criptosporidiose em répteis por meio da PCR em tempo real.

1.10 Objetivos

Este trabalho cientifico teve como objetivo padronizar a PCR em tempo
real, tendo como alvo o gene Hsp70, para deteccdo de DNA de C. serpentis em
amostras fecais de serpentes e analisar os atributos diagndsticos da PCR em
tempo real quando comparada a nested PCR, para detecgdo de fragmento

parcial do gene 18S rRNA.
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DETECGAO DE Cryptosporidium serpentis EM AMOSTRAS FECAIS DE
SERPENTES UTILIZANDO A PCR EM TEMPO REAL

Deuvania Carvalho da Silva®, Philipp Ricardo Scaciotte de Oliveira®, Alex Akira
Nakamura', Camila Guariz Homem', Kathleen Fernandes Grego®; Marcelo

Vasconcelos Meireles’

'Faculdade de Medicina Veterinaria, FMV/UNESP, Aracgatuba, SP, Rua
Clovis Pestana, n°® 793, CEP: 16050-680, Aracatuba, SP.; 2Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, FMVZ/USP, Sao Paulo, SP. ®Instituto

Butantan, Sao Paulo, SP.

RESUMO - A infecgao por Cryptosporidium serpentis € comum em répteis, em
particular em serpentes, e € caracterizada por infecgdo crénica com presenca
de gastrite hipertrofica grave, que pode ser letal. Esta pesquisa teve como
objetivo utilizar a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, tendo
como alvo o gene da proteina do choque térmico (Hsp70), para deteccao de C.
serpentis em amostras fecais de 503 serpentes, e determinar a sua
especificidade e sensibilidade analiticas e epidemiolégicas utilizando, como
padrao ouro, a nested PCR para amplificacdo de fragmento parcial do gene da
subunidade 18S do rRNA (18S rRNA) seguida de sequenciamento dos
fragmentos amplificados (nPCR/S). A PCR em tempo real foi positiva para C.
serpentis em 17 amostras (3,37%), enquanto a nPCR/S resultou em
positividade para C. serpentis em 15 amostras (2,98%). Foi observado ainda,
que a nPCR/S resultou em positividade para Cryptosporidium spp. em 60
amostras (11,98%). O seqienciamento dos fragmentos amplificados pela
nPCR foi possivel em 38 amostras e resultou na identificagdo de

Cryptosporidium tyzzeri, Cryptosporidium muris, Cryptosporidium varanii e C.
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serpentis em diversas espécies de serpentes. Os valores de sensibilidade e
especificidade epidemioldgicas da PCR em tempo real foram, respectivamente,
93,8% e 99,5%. Embora trés amostras tenham apresentado positividade para
C. serpentis apenas pela PCR em tempo real, e foram consideradas como
resultado falso positivo na estimativa da especificidade e sensibilidade
epidemioldgicas, a analise da curva de dissociagdo indicou que essas amostras
apresentaram a mesma temperatura de dissociagcdo que as amostras de C.
serpentis. Assim, podemos concluir que a PCR em tempo real visando ao gene
Hsp70 € um método sensivel e especifico para a detecgao de C. serpentis em

amostras fecais de serpentes.

Palavras-Chave: Cryptosporidium, diagnéstico molecular, epidemiologia,

répteis.
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DETECTION OF Cryptosporidium serpentis IN SNAKES FECAL SAMPLES
USING REAL-TIME PCR

ABSTRACT - Cryptosporidium serpentis infection is common in reptiles,
especially snakes, and is characterized by chronic infection with severe
hypertrophic gastritis, which can be lethal. This research aimed to use the real-
time polymerase chain reaction (PCR) targeting the heat shock protein (Hsp70)
gene for detection of C. serpentis in fecal samples of 503 snakes, and to
determine its analytical and epidemiological specificity and sensitivity using, as
a gold standard, the nested PCR for amplification of partial fragment of the 18S
subunit of rRNA (18S rRNA) gene followed by sequencing of the amplified
fragments (nPCR/S). The real-time PCR was positive for C. serpentis in 17
samples (3.37%), and nPCR/S was positive for C. serpentis in 15 samples
(2.98%). It was also observed that the nPCR/S resulted in positivity for
Cryptosporidium spp. in 60 samples (11.98%). Sequencing of the amplified
fragments by nPCR was possible in 38 samples and resulted in the
identification  of  Cryptosporidium  tyzzeri,  Cryptosporidium  muris,
Cryptosporidium varanii and C. serpentis in several species of snakes. The
epidemiological sensitivity and specificity of real-time PCR were, respectively,
93.8 % and 99.5 %. Although three samples were positive for C. serpentis only
by real-time PCR, and were considered as false positive results in the
estimation of the epidemiological specificity and sensitivity, the melting curve
analysis indicated that these samples contained the same melting temperature
of the C. serpentis samples. Thus, we conclude that real-time PCR targeting the
Hsp70 gene is a sensitive and specific method for the detection of C. serpentis

in fecal samples from snakes.

Keywords: Cryptosporidium, epidemiology, molecular diagnosis, reptiles.
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Introducgao

Cryptosporidium é um protozoario que pertence ao Filo Apicomplexa, e
infecta anfibios, aves, mamiferos e aproximadamente 80 espécies de répteis
Ha duas espécies de Cryptosporidium consideradas validas em répteis:
Cryptosporidium varanii (em substituicdo a Cryptosporidium saurophilum), mais
frequente em epitélio intestinal de lagartos, e Cryptosporidium serpentis,
encontrado em epitélio gastrico de serpentes (PAVLASEK; RYAN, 2008;
FAYER, 2010).

A infeccdo por C. serpentis € comum em serpentes, e se manifesta
como gastrite hipertréfica crénica, com presenca de anorexia, regurgitagcao pos-
prandial, letargia e aumento de volume em regido mediana do corpo
(BROWNSTEIN et al., 1977; GODSHALK et al., 1986; CARMEL; GROVES,
1993; O'DONOGHUE, 1995).

A criptosporidiose € uma enfermidade de extrema importancia em
criadouros conservacionistas e comerciais, centros de pesquisa e colecdes de
serpentes (CRANFIELD; GRACZYK, 1994; GRACZYK; CRANFIELD, 1998). A
falta de um tratamento efetivo para a criptosporidiose quase sempre resulta na
eutanasia dos animais com o intuito de controlar a infec¢gao no criatério, muitas
vezes levando a perda de espécies importantes e raras do plantel (ALVES et
al., 2005).

O diagnéstico de criptosporidiose em répteis pode ser realizado por
métodos tradicionais, como pesquisa de oocistos em amostra fecais por
microscopia, utilizando diversas técnicas de coloragdo. Entretanto, apesar de
mais rapido e de baixo custo, o diagndstico microscépico requer muita
experiéncia, tempo e trabalho. Testes mais especificos podem ser utilizados,
como O ensaio imuno-enzimatico de captura, para detec¢do de antigenos

soluveis de Cryptosporidium ou a imunofluorescéncia, para detecgcéo de
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oocistos em amostras fecais, porém, nao permitem a definicdo da espécie do
parasito (FAYER et al., 2000; JEX et al., 2008).

Os métodos que tem como principio a classificagdo molecular, como a
reacdo em cadeia da polimerase nested PCR, seguida de sequenciamento dos
fragmentos amplificados (SPANO et al., 1998; XIAO et al., 2000) sdo os mais
utilizados para deteccdo e classificagdo da espécie ou gendtipo de
Cryptosporidium. Dentre os métodos moleculares mais recentes, destaca-se a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, que apresenta alta
sensibilidade e permite o diagndstico de criptosporidiose clinica, bem como a
deteccao de individuos portadores, sendo uma valiosa ferramenta para estudos
epidemiologicos em humanos e animais (FONTAINE; GUILLOT, 2003; DE
WAELE et al., 2011; MINAROVICOVA et al., 2009; HADFIELD et al. 2011).

Na literatura ha diversos estudos sobre a utilizacdo da PCR em tempo
real para detecgédo de Cryptosporidium, principalmente C. parvum e C. hominis
em humanos (STROUP et al., 2006; JOTHIKUMAR et al., 2008), porém, nao ha

nenhum estudo sobre a deteccao especifica de C. serpentis.

O diagndstico da criptosporidiose por PCR em tempo real pode ser
direcionado para o género Cryptosporidium ou ser espécie-especifico. Os
genes alvo mais utilizados para detecgdao do género sdao os que codificam a
subunidade 18S do gene do RNA ribossémico (18S rRNA), o gene da actina, a
proteina da parede dos oocistos (COWP), a proteina CP11, a proteina do
choque térmico (Hsp70) e o LIB3, que € um locus que codifica uma proteina de
funcao desconhecida (DI GIOVANNI; LECHEVALLIER, 2005; GUY et al.,
2003; HADFIELD et al., 2011; JOTHIKUMAR et al., 2008; LIMOR et al., 2002;
SUNNOTEL et al., 2006).

Até o momento, ndo ha informagdes na literatura sobre diagndstico de
criptosporidiose em répteis, por meio da PCR em tempo real. Este trabalho
teve como objetivo padronizar a PCR em tempo real, tendo como alvo o gene

Hsp70, para detecgdo de DNA de C. serpentis, em amostras fecais de
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serpentes, e comparar seus resultados aos do teste utilizado como padrao
ouro, a nested PCR tendo como alvo o gene 18S rRNA, seguida de

sequenciamento dos fragmentos amplificados (nPCR/S).

Material e Métodos

Amostras de fezes

Foram utilizadas amostras fecais colhidas uma uUnica vez, de forma
individual, em 503 serpentes referentes a nove géneros e 25 espécies alojadas
no serpentario do Instituto Butantan, em S&o Paulo (Quadro 1). As amostras
foram colhidas em frascos coletores universais e armazenadas em solucao de
bicromato de potassio 2,5% (concentragéo final), a 4°C, coadas utilizando-se
peneiras descartaveis e submetidas a centrifugo-sedimentacédo em agua/éter
(MELONI; THOMPSON, 1996).

Uma aliquota de 200 mg do sedimento resultante do processo de
purificagdo foi lavada com agua deionizada/tween 20 (0,1%) e armazenada a
-20° C, em um microtubo tipo eppendorf de 2 ml, para posterior extracao do

DNA gendmico.

Classificagao Molecular de Cryptosporidium spp.

A extragdo do DNA gendmico de Cryptosporidium foi realizada de
acordo com o protocolo descrito por Silva et al. (2010). A nested PCR para
amplificagdo de fragmento parcial do gene 18S rRNA (XIAO et al., 2000) de
Cryptosporidium spp. foi realizada em todas as amostras. Em todas as reagdes
foram incluidos o controle positivo (DNA de C. parvum) e o controle negativo
(agua ultrapura). O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de

agarose 2%, com coloragédo com brometo de etidio e visualizagdo em luz UV.
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Quadro 1- Espécies de serpentes utilizadas para colheita de amostras de fezes

Nome cientifico

Nome comum

NUmero de amostras

Boa constrictor amarali Jiboia 32
Boa constrictor constrictor Jiboia 9
Bothrops alternatus Jararaca 14
Bothrops atrox Jararaca 33
Bothrops bilineatus Jararaca
Bothrops erythromelas Jararaca 1
Bothrops fonsecai Jararaca
Bothrops insularis Jararaca 2
Bothrops jararaca Jararaca 74
Bothrops jararacussu Jararaca 35
Bothrops leucurus Jararaca 17
Bothrops matogrossensis Jararaca 11
Bothrops moojeni Jararaca 35
Bothrops neuwiedi Jararaca 45
Bothrops pauloensis Jararaca 5
Crotalus durissus collilineatus Cascavel 22
Crotalus durissus terrificus Cascavel 41
Crotalus durissus vegrandis Cascavel 2
Corallus hortulanus Suacuboia
Epicrates cenchria cenchria Salamanta 16
Eunectes notaeus Sucuri
Micrurus corallinus coral verdadeira
Oxyrhopus guibei coral falsa
Pantherophis guttata Cobra do milho 96
Python regius Piton 1
Total 503
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A determinacao da espécie de Cryptosporidium foi realizada por meio de
sequenciamento dos fragmentos amplificados, apos purificagdo utilizando o
QlAquick Gel® Extraction kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), e submetidas
ao sequenciamento no ABI PRISM® DyeTerminator 3,1 kit, em um
sequenciador ABI 3730XL automatizado (Applied Biosystems, Foster City,
EUA), em duplicata e nas duas diregdes, utilizando os oligonucleotideos

iniciadores da reagao secundaria.

As sequéncias consenso foram determinadas utilizando o software
CodonCode Aligner v. 2.04 (CodonCode Corporation, Dedham,
Massachusetts, USA), considerando somente os nucleotideos com qualidade
acima de 20, e alinhadas com sequéncias homologas publicadas no GenBank,
utilizando o software Clustal X (THOMPSON et al., 1997) e o Bioedit Sequence
Alignment Editor (HALL, 1999).

Reacao em cadeia da polimerase em tempo real

A PCR em tempo real para amplificacdo de um fragmento de 117 pb do
gene Hsp70 de C. serpentis foi realizada utilizando os oligonucleotideos
iniciadores 5 GGAGATTAAGAACCTCATGTGAACGT 3
e 5" CACGGCTTATAGAGACAGAGTAATCAA 37, que foram elaborados com
auxilio do programa Primer Express® versao 3.0 (Applied Biosystems). Foi
realizada analise in silico para verificacdo da especificidade dos
oligonucleotideos iniciadores utilizando o Basic Local Aligment Search Tool
(BLAST) (Quadro 2).
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Quadro 2- Oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR em tempo real para

deteccdo de sequéncia do gene Hsp70 de C. serpentis

Oligonucleotideos Produto
.- gonu Posigao* Sequéncia 5'- 3’ amplificado
Espécie iniciadores (pb)
Senso 782 a 807 GGAGATTAAGAACCTCATGTGAACGT
C. serpentis Anti-senso 8722898 | CACGGCTTATAGAGACAGAGTAATCAA 17

*Posicao de anelamento no gene Hsp70 de C. serpentis (GenBank AF221541).

A reacado foi padronizada por meio de determinacdo da curva de
regressdo padrdo, utilizando como DNA um fragmento de 475 pb
correspondente a sequéncia parcial do gene Hsp70 de C. serpentis (GenBank
AF221541) (Quadro 3). O fragmento foi amplificado a partir de DNA gendémico
de C. serpentis por meio de nested PCR utilizando os oligonucleotideos
iniciadores 5" GGATGCTGGTGCAATTGCTGG 3’ e
5’ACCACGTGGAGCTGGTGGAA 3, para a reagcdo primaria, e
5"CGCCTGAACTGCAGCACCATA3" e 5°GGCAACAGCTGGTGATACACA 3
para a reagao secundaria, elaborados com utilizacdo do software Primer Blast.
Os fragmentos amplificados pela nested PCR foram purificados utilizando o
QlAquick Gel ® Extraction kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) e utilizados
em diluigcdes seriadas na base 10 (4ng a 40 fg) para determinacao da curva de

regressao padrao. Cada diluicao foi testada em ftriplicata.
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Quadro 3- Oligonucleotideos iniciadores utilizados na nested PCR para
amplificacdo de fragmentos do gene Hsp70 de C. serpentis

Oligonucleotideos Produto
Posigao* Sequéncia 5°- 3’ amplificado
Espécie iniciadores (pb)
Oligonucleotideo 474 2494
iniciador externos 1391 a 1410 GGATGCTGGTGCAATTGCTGG 037
Senso/anti-senso ACCACGTGGAGCTGGTGGAA

C. serpentis

657 a 677 CGCCTGAACTGCAGCACCATA

111121131 | GGCAACAGCTGGTGATACACA ars

Oligonucleotideo
iniciador internos

Senso/anti-senso

*Posicao de anelamento no gene Hsp70 de C. serpentis (GenBank AF221541) de
serpentes.

Inicialmente foram realizados os testes de concentragdo dos
oligonucleotideos iniciadores e da temperatura de anelamento, e verificagao do
tamanho do fragmento amplificado, por meio de eletroforese em gel de agarose
3%. As condicdes ideais da reacao foram estabelecidas como: preparagao de
20 pL de solugao contendo 10 pL de SsoFast™ EvaGreen® Supermix, 400 nM
de cada oligonucleotideo iniciador e 2 yL de DNA. O ciclo de amplificacédo
consistiu em desnaturacgao inicial por 2 minutos a 98°C, seguida por 40 ciclos
de 5 segundos a 98°C e 5 segundos a 60°C. Apds o término da reacdo, os
produtos amplificados foram submetidos a aumento na temperatura de 65 a
95°C, com variacao de 0,2°C e leitura por 10 segundos, para analise da curva

de dissociacéo.

Sensibilidade analitica da PCR em tempo real

O calculo da sensibilidade analitica foi realizado com oocistos de C.
serpentis isolados de amostras de fezes de cobra do milho (Pantherophis
guttatus), quantificados em camara de Neubauer (BENNETT et al., 1999) e

diluidos de forma seriada para obtencdo de aproximadamente 10%, 103 102,
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10" e 10° oocistos em 2 pL de uma solucdo de Chelex 100® 50% em TE
(10mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0), com volume final de 200 uL. Uma amostra
nao foi adicionada com oocistos de C. serpentis, para ser utilizada como
controle. O DNA gendmico dos oocistos foi extraido de acordo com protocolo
de Di Giovanni e LeChevallier (2005).

Especificidade analitica da PCR em tempo real

Amostras de DNA gendmico de C. andersoni, C. galli, Cryptosporidium
gendtipo |l de aves, C. muris, C. parvum e C. tyzzeri, previamente identificadas
e armazenadas no laboratério de Ornitopatologia da Faculdade de Medicina
Veterinaria da UNESP, Campus de Aracatuba, foram testadas por meio da
PCR em tempo real, em duplicata, para verificacdo da especificidade analitica

da reacao.

Sensibilidade e especificidade epidemioldgicas e valores preditivos positivo e

negativo da PCR em tempo real

A nested PCR para amplificagdo de fragmento do gene 18S rRNA foi
utilizada como padréo ouro, e o calculo da sensibilidade e especificidade
epidemioldgicas e dos valores preditivos positivo e negativo da PCR em tempo
real foi realizado utilizando as férmulas: sensibilidade=a/(a+c)x100;
especificidade= d/(b+d)x100; VPP= valor preditivo positivo = a/ (a+b) e VPN=
valor preditivo negativo= d/(c+d), onde a= verdadeiro positivo, b= falso positivo,

c= falso negativo e d= verdadeiro negativo.

Analise estatistica

O indice de concordancia entre os dois testes utilizados foi determinado
pela pelo coeficiente Kappa, com intervalo de confianga de 95% (COHEN,
1960).
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Resultados e Discussao

Neste trabalho, foi feita a opg¢ao pela amplificagcdo do gene Hsp70, que
apresenta alto polimorfismo entre diferentes espécies do parasito (SULAIMAN
et al., 2000), e apresenta também um grande numero de sequéncias
publicadas no GenBank, o que permite a comparacao das sequéncias entre as

espécies e genotipos de Cryptosporidium.

A curva de regressao padrdo da PCR em tempo real resultou em
eficiéncia de 97,6%, R2: 0,99 e slope: - 3,38 (Figura 1). O fragmento de DNA
de C. serpentis amplificado apresentou temperatura de dissociagdo de 75,8 a
76°C (Figura 2).

O teste da especificidade analitica revelou amplificagdo de DNA de C.
galli, apesar de haver substituigdes de nucleotideos na regidao de anelamento
dos oligonucleotideos senso (3) e antisenso (2) (Quadro 4). No entanto, é
possivel a diferenciacdo entre as duas espécies pela temperatura de
dissociagao de C. galli (77,5°C). O calculo da sensibilidade analitica da PCR
em tempo real revelou deteccdo de aproximadamente 10 oocistos de C.
serpentis (Figura 3). Homem et al. (2012) detectaram resultados semelhantes
com a PCR em tempo real, tendo como alvo o gene da actina, para deteccao

de C. parvum em amostras fecais de bezerros.
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Figura 1. Curva de regressao padrao da amplificagdo por PCR em
tempo real de dilui¢des, na base 10, de 4ng a 40 fg de

DNA de fragmento parcial de DNA do gene Hsp70 de
C. serpentis.
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A PCR em tempo real foi positiva para C. serpentis em 17 amostras
(3,37%), com ciclo limiar médio (Ct) de 22,04, e os valores minimo e maximo
de Ct foram 13,60 e 30,48, respectivamente. A nPCR/S resultou em
positividade para C. serpentis em 15 amostras (2,98%) (Tabela 1).

Pela nPCR/S foi observada positividade para Cryptosporidium spp. em
60 (11,98%) amostras (Tabela 1). O sequenciamento dos fragmentos
amplificados pela nPCR foi possivel em 38 amostras e resultou na identificacédo
de C. tyzzeri em Bothrops jararaca (2), Bothrops neuwiedi (3), Crotalus
durissus terrificus (1) e Crotalus durissus collilineatus (1); C. muris em B.
jararaca (2); Bothrops erythromelas (1) e P. guttatus (1), C. varanii em
Bothrops matogrossensis (1), Eunectes notaeus (1) e P. guttatus (10) e C.
serpentis em P. guttatus (13), Epicrates cenchria cenchria (1) e Boa constrictor
constrictor (1) (Tabela 1). Cerveny et al., 2012 descreveram resultados
semelhantes com amplificacdo de C. serpentis em diversas espécies de
serpentes por meio do PCR convencional, apdés o diagndstico de bidpsia

gastrica.

A PCR em tempo real apresentou 93,84% de sensibilidade
epidemioldgica e 99,5% de especificidade epidemiolégica, e o indice Kappa foi
de 0,871, considerado muito bom (Tabela 2) A PCR em tempo real geralmente
apresenta maior sensibilidade quando comparada a nPCR (YANG et al., 2009;
DE WAELE et al., 2011; HOMEM et al., 2012). Embora trés amostras tenham
apresentado positividade para C. serpentis apenas pela PCR em tempo real, e
foram consideradas como resultado falso positivo na estimativa da
especificidade e sensibilidade epidemiolégicas, a analise da curva de
dissociagao indicou que essas amostras apresentaram a mesma temperatura

de dissociacdo que as amostras de C. serpentis.
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amplificacdo do gene Hsp70 nas diluicdes de 10* a 10° oocistos de C.
serpentis.

Pela nPCR/S, C. muris e C. tyzzeri foi detectado nas serpentes dos
géneros Crotalus e Bothrops e provavelmente sdo originados dos roedores
utilizados como alimentacdo, ndo colonizam o epitélio gastrintestinal de
serpentes e sao eliminados de forma passiva, em fezes (KARASAWA et al.,
2002). Também foi observada positividade para C. varanii, espécie pouco
estudada em serpentes, mas que ja foi encontrada em diversas espécies de
serpentes (PAVLASEK; RYAN, 2008; RICHTER et al., 2011) (Tabela 1), e foi
também relacionada a ocorréncia de diarreia e regurgitacdo poés-prandial
persistente em Elaphe guttata guttata (PLUTZER; KARANIS, 2007).



Tabela 1. Amostras fecais de serpentes positivas para Cryptosporidium spp. pela nested PCR ou positivas para C. serpentis de
serpentes pela PCR em tempo real e identificagdo molecular da espécie

Nested-PCR e PCR em tempo real

Nome cientifico Nome comum Nur:;;z;‘rz::::l?dr:z pz:':;’a;/;:zael de Nested-PCR PCR em tempo real Sequenciamento dos fragmentos da
serp:entep(‘y) ped (Cryptosporidium spp.) (C. serpentis) nested - PCR
Boa constrictor amarali Jiboia 0/32 - - _
Boa constrictor constrictor Jiboia 1/9 (11.1) 1 1 C. serpentis
Bothrops alternatus Jararaca 2/14 (14.28) 2 _ nd*
Bothrops atrox Jararaca 0/33 _ _ _
Bothrops bilineatus Jararaca 0/1 _ _ _
Bothrops erythromelas Jararaca 1/1 (100) 1 _ C. muris
Bothrops fonsecai Jararaca 0/4 _ _ _
Bothrops insularis Jararaca 1/2 (50) 1 _ nd*
Bothrops jararaca Jararaca 7/74 (9.45) 7 _ C. tyzzeri (2), C. muris (2), nd* (3)
Bothrops jararacussu Jararaca 4/35 (11.42) 4 1 nd*
Bothrops leucurus Jararaca 2/17 (11.76) 2 _ nd*
Bothrops matogrossensis Jararaca 1/11(9.09) 1 _ C. varanii
Bothrops moojeni Jararaca 3/35 (8.57) 3 _ nd*
Bothrops neuwiedi Jararaca 4/45 (8.88) 4 _ C. tyzzeri (3), nd* (1)
Bothrops pauloensis Jararaca 0/5 _ _ _
) .
C";i‘jh?l’; Z;’; s Cascavel 3/22 (13.63) 3 _ C. tyzzeri (1), nd* (2)
Crotalus durissus terrificus Cascavel 1/41 (2.4) 1 _ C. tyzzeri (1)
Crotalus duri
rotaius ur./ssus Cascavel 0/2 _ _ _
vegrandis
Corallus hortulanus Suacuboia 0/1 _ _ _
Epicrates cenchria
cenchria Salamanta 1/16 (6.25) 1 1 C. serpentis
Eunectes notaeus Sucuri 1/1 (100) 1 _ C. varanii
Micrurus corallinus coral verdadeira 0/1 _ _ _
Oxyrhopus guibei coral falsa 0/2 _ _ _
Pantherophis guttata Cobra do milho 28/96 (29.16) 28 14 C. muris (1), C. serpentis (13), C. varani (10),
nd* (3), nr*¥* (1)
Python regius Piton 0/1 _ _ _
Total 60/503 (11,92) 60 17

**nr: amostra positiva pela nested PCR e negativa pela PCR em tempo real. A espécie nao foi identificada
*nd: A espécie nao foi identificada por sequenciamento devido a pequena quantidade de DNA amplificado pela nested PCR.
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Quadro 4- Alinhamento dos primers especificos para o gene Hsp70 de C. serpentis com sequéncias de
Cryptosporidium geneticamente mais relacionadas a C. serpentis.

Espécie ou Gendétipo
de Cryptosporidium

Identificacao das
Sequéncias no

Alinhamento das Sequéncias

GenBank
785 795 805 815 825 835
O S S S O O
C. serpenti s AF221541 AGGAGATTAAGAACCTCATGTGAACGTGCAAAGAGAACACTTTCTTCATCTACACAAGCA
C muris AF221543 Al iiiiinnn.. A G . it i et e et e et e et e e e
C. galli AY168849 Ao CA . ettt it et e e I Covievennnn
C. andersoni FJ463198 A.eiiiiin.. CAG . it e ettt e et e et e e et e e e
C.gendtipo III de aves” AB471664 e CRu ittt ee e Boveeeeeann. [
845 855 865 875 885 895
----- \ \ | \ | Sl | \ | \ |
C. serpentisl AF221541 ACAATTGAATTGGATTCTTTATTTGAAGGTATTGATTACTCTGTCTCTATAAGCCGTGC
C. muris AF221543 L.... Coenee e e e ieeen G..Covivinnn.. C. T Ao, T.....
C. galli AY168849 Gewvevennnn C ottt e e et e e e e e e 1 T.....
C. andersoni FJ463198 ..., Coeiee e e e eeen G..Covivin... C. T...A........ T..o...
C. gendtipo III de aves AB471664 R A.TA....... T.eo.n..
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Trés amostras foram positivas para C. serpentis apenas pela PCR em
tempo real, e foram consideradas como resultado falso positivo para determinacao
da especificidade e sensibilidade epidemioldgicas, utilizando como padrao ouro a
NPCR/S (Tabela 2). No entanto, a analise da curva de dissociacdo do fragmento
amplificado a partir dessas amostras indicou temperatura de dissociagao idéntica
as das amostras de C. serpentis, o que demonstra que elas correspondem a
resultados verdadeiros positivos, e que a PCR em tempo real na realidade

apresentou sensibilidade epidemioldgica superior a nPCR.

Durante o curso da infecgdo por C. serpentis sdo comuns a intermiténcia e
variagdo na quantidade de oocistos eliminados em amostras fecais (GRACZYK et
al., 1996b; GRACZYK; CRANFIELD, 1996; KARASAWA et al., 2002; SEVA et al.,
2011, PAIVA et al., 2013), tanto em animais sintomaticos, como assintomaticos, o
que dificulta o diagndstico microscopico e resulta em diagnéstico falso-negativo, o
que reforca a necessidade de desenvolvimento de técnicas mais sensiveis para
diagndstico de criptosporidiose em serpentes (GRACZYK; CRANFIELD, 1998).

As espécies de Cryptosporidium presentes em fezes sé podem ser
determinadas por técnicas de biologia molecular, sendo que a mais utilizada é a
nPCR/S, que apresenta como desvantagens o fato de ser realizada em duas
etapas (PCR e nPCR), a necessidade de realizacao de eletroforese, de purificagao
do fragmento amplificado e sequenciamento para identificagcdo da espécie de
Cryptosporidium. A PCR em tempo real desenvolvida neste trabalho, por suas
caracteristicas de alta sensibilidade e especificidade, representa uma alternativa
rapida e especifica para o diagnostico de infecgcéo por C. serpentis em amostras

fecais.
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Tabela 2. Desempenho do PCR em tempo real, considerando a nested PCR e sequenciamento como padrao
ouro para diagnostico de infecgéo por C. serpentis

Nested PCR e sequenciamento Total
Positivo Negativo
Positivo 14 3 17
Negativo 1 485 486
Total 15 488 503
93,84%
PCRem Sensibilidade/IC* (58,97 a - -
tempo real 93,91%)
99,50%
Especificidade/IC* - (98,84 a -
99,96%)
82,35%
VPP/IC* (70,18 a - -
98,81%)
99,79%
VPN/IC* - (98,21 a -
99,79%)

*IC- Intervalo de confianca, VPP- Valor preditivo positivo, VPN- Valor preditivo negativo
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CONCLUSOES

A PCR em tempo real visando a amplificagdo de um fragmento parcial
do gene Hsp70, quando comparada a nested PCR para amplificacdo de
fragmento parcial do gene 18S rRNA seguida de sequenciamento do
fragmento amplificado, demonstrou ser uma técnica com caracteristicas de
alta sensibilidade e especificidade analiticas e epidemiolégicas, para

diagndstico da infecgao por C. serpentis.
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