UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARACATUBA

IDENTIFICACAO DO GENERO E ESPECIES DE
Cryptosporidium EM CAES E GATOS

Camila Guariz Homem

Zootecnista

ARACATUBA - SP
2016



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
CAMPUS DE ARACATUBA

IDENTIFICACAO DO GENERO E ESPECIES DE
Cryptosporidium EM CAES E GATOS

Camila Guariz Homem

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Vasconcelos Meireles

ARACATUBA - SP

2016

Tese apresentada a Faculdade
de Medicina Veterindria -
UNESP, Campus de
Aragatuba, como parte das
exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutora em Ciéncia
Animal (Medicina Veterinaria
Preventiva e Produgcé&o Animal).



Catalogacdo na Publicacido (CIP)
Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo — FMVA / UNESP

Homem, Camila Guariz

H752i Identificacdo do género e espécies de cryptosporidium em cées e
gatos / Camila Guariz Homem. — Aracatuba : [s.n.], 2016
97 f. :il.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista "Julio de,
Mesquita Filho" Faculdade de Medicina Veterindria, 2016

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Vasconcelos Meireles

1.Criptosporidiose. 2.Cryptosporidium canis. 3.
Cryptosporidium felis. 4. Reagdo em Cadeia da Polimerase. I. T.

CDD 616.96




vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp ™

Campus de Aragatuba

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO: Identificagéo do género e espécies de Cryptosporidium em cées e gatos

AUTORA: CAMILA GUARIZ HOMEM
ORIENTADOR: MARCELO VASCONCELOS MEIRELES

Aprovada como parte das exigéncias para obtengso do Titulo de Doutora em CIENCIA
ANIMAL, area: Medicina Veterinaria Preventiva e Produgao Animal pela Comissdo Examinadora:

Mé

Prof. Dr. MARCELO VASCONCELOS MEIRELES

Departamento de Clinica, Cirurgia e Reprodugao Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba -
Unesp

AVIO FERRARI
eterinaria / Centro Catélico Auxilium - UNISALESIANO/Aragatuba

‘(w QQER
Profa. Dra. KATIA DENISESARAI ESCIANI

Departamento de Apoio, Produgéo e Saude Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba - Unesp

l ! U( o T ‘U»JJ(
ofa Dra ARIS MARONI NUNES
Departamento de Apoio, Produgéo e Saude Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba - Unesp

Aragatuba, 13 de outubro de 2016.

Faculdade de Medicina Veterinaria - CAmpus de Aragatuba -
Rua Clévis Pestana, 793, 16050680, Aragatuba - S3o Paulo
hitp.//lwww.Imva.unesp.br/#!/p NPJ. 48031918003905.




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

CAMILA GUARIZ HOMEM - Jaboticabal — SP, 16 de Novembro de 1985.
Graduacdo em Zootecnia, 2009, Faculdade de Engenharia de llha Solteira —
UNESP/FEIS, Campus de llha Solteira, S&o Paulo. Mestrado em Ciéncia
Animal, 2011, Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba -
UNESP/FMVA, Campus de Aragatuba, S&o Paulo. Aluna do Curso de Pds-
Graduacdo em Ciéncia Animal — Faculdade de Medicina Veterinaria —
UNESP/FMVA — Campus de Aragatuba, S&o Paulo.



“A simplicidade é 0
Ultimo degrau da
sabedoria”

Khalil Gibran



Dedico

A0S meus pais e irmaos,
que me apoiaram em todos o0s

momentos na conclusao de

mais este sonho.



AGRADECIMENTOS

Meus sinceros agradecimentos...

Ao meu orientador Prof. Dr. Marcelo Vasconcelos Meireles pela
orientacdo durante o0 doutorado, pelo conhecimento transmitido e

principalmente pelo incentivo a pesquisa cientifica.

A Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” — Faculdade
de Medicina Veterinaria de Aracatuba (FMVA) - Campus de Aracgatuba, pela

viabilidade da realizagéo do Doutorado.

Aos Laboratérios de Ornitopatologia, Imunologia e Patologia Aplicada
pela disponibilizacdo da estrutura e pelo auxilio prestado por suas equipes. A
Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pela
concesséo da bolsa de Doutorado (processo n° 2011/09614-6) e pelo auxilio
financeiro para realizagéo deste projeto de pesquisa (processo n° 2009/51595-
9).

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) pela concesséo de bolsa de doutorado na modalidade Sanduiche pelo

programa “Ciéncia sem Fronteiras” (processo n° 206152/2014-0).

A “Unidad de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias” da “Facultad
de Veterinaria” — Universidad de Santiago de Compostela (USC), Lugo,
Espanha, em especial ao Prof. Dr. Pablo Diez Bafios, pela disponibilidade e por

ter me acolhido junto a sua equipe durante meu estagio sanduiche.



Aos amigos de faculdade Guilherme Dias de Melo, José Eduardo Santos
Silva, Milena Sato Souza, Fernanda Grecco Grano, Tulio Seraguci e Deuvania
Carvalho Silva por todo o auxilio, pelos dias alegres e por tornarem todo o

trabalho mais divertido.

Aos amigos de intercambio Heloisa Varella Ribeiro, Angelo Sena Silva,
Esther Navarro Gonzalez e Scheila Geiele Kamchen por se tornarem minha
familia na Espanha, e também aos amigos de longa data Uriles Chioda, Diego
Cor6, Bruno Cardoso, Maisa Jus, Franciele Silvério, Vitor Pim, Fernanda

Duarte e Will Fontoura por todo o companheirismo durante estes anos.

Em especial aos meus pais Jodo Renato Homem e Eva Maria Guariz
Homem, e aos irmdos Matheus Guariz Homem e Vitéria Guariz Homem, por
todos os esforgcos ndo medidos, apoio e amor, sem 0S quais jamais teria

conseguido finalizar esta etapa.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizagéo
desta tese, e que por falhas na minha meméria ndo foram citados. Muito

obrigado!



1.2
1.3
14
1.5
1.6
1.7

1.8
18.1

1.8.2
1.8.3

SUMARIO

CAPITULO 1 — Considerag6es gerais.......ccccoceveevereeeueenennne.
O género CryptoSPOridilM..........ueeeeeeeeieeeiereeee e
TAXONOMUA. ...ttt e e e e
CiClO DIOIOGICO. ...t
Importancia em sadde pUblica...........ccccveiieiiiiiieieeeiiiieeee e
INFECCAO €M QALOS. ....ueiiiiiiiiee it
INFECCAO BM CAES.....coiiie e
Participagéo de cédes e gatos na epidemiologia da
Criptosporidiose NUMAaNA..............uuviiiiiiiiiiie e
MEtodos diagNOSLICOS. .....ccuiiuviiiiiii e
Visualizac&o de oocistos e outros estagios evolutivos por
meétodos de concentragdo €/0u COlOragao.........cuveveeriiivieeaenne
MEtodoS IMUNOIOQICOS. .....ccouriiiiiie e
MEtodOS MOIECUIAIES. ......ccciiiiiiiiiie e
(O o T= 11V 0 1 SRR

Referéncias bibliograficas...........ccccoooiiiiiiiiii e,

CAPITULO 2 - Ocorréncia e caracterizagdo molecular de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de gatos

provenientes do estado de Séo

RESUMO.. .. e e e e e s
SUMIMAIY ..ttt e
[ 1o To 11 [0 o TSRS
Material € MEtOUOS..........oovviiiiii e
Resultados € diSCUSSA0.........cuvuiiiieiiiiiiiic e e,

RETEIENCIAS. ... e e e

27
28

29
30
31
32
33

60
60
61
62
63
65
67



SUMARIO

CAPITULO 3 — Desenvolvimento de reacdo em cadeia
pela polimerase em tempo real para detecgcdo de
Cryptosporidium canis em amostras fecais de cées.........
RESUMO. ...cceii e e e e
SUMIMAIY ..ttt e e e
11100 11 T Lo TSRS
Material € MELOAOS. .....coco i
Resultados € diSCUSSE0...........cccuuvmiiiiiiiiiei e

RETEIENCIAS. ... e e et



LISTA DE FIGURAS

Pagina
CAPITULO 1
FIGURA 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. (Fonte:
BARTA; THOMPSON, 2006). 20
CAPITULO 3
Figura 1. Curva de regressédo padrdo. Padronizacdo da reacéo
em cadeia pela polimerase em tempo real, com amplificagdo em
tempo real das diluicdes contendo 10” a 10° copias de DNA de
C. canis. 84

Figura 2. Curva de dissociagédo obtida a partir de amostras de
DNA positivas para C. canis por meio da reagdo de PCR em

tempo real para o gene da proteina HSP70. 84



LISTA DE QUADROS

Pagina
CAPITULO 1

Quadro 1 — Espécies de Cryptosporidium atualmente descritas
(Adaptado de FAYER, 2010; FAYER; SANTIN, 2009; FAYER et
al., 2010; HOLUBOVA et al., 2016; KVAC et al., 2013; KVAC et
al., 2014; KVAC et al., 2016; LI et al., 2015; ROBINSON et al.,
2010; RYAN et al., 2015) 19

CAPITULO 3

Quadro 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para
obtencdo de um fragmento especifico para Cryptosporidium canis
pelo gene HSP70, para uso na padronizagdo da reacédo de PCR

em tempo real. 81

Quadro 2 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reagdo em
cadeia pela polimerase em tempo real para amplificacdo de
fragmento parcial do gene da proteina HSP70 de

Cryptosporidium canis.. 82

Quadro 3 - Descricdo das amostras, numero amostral (n),
ndamero de positivos dentro de cada grupo amostral e suas
respectivas porcentagens para as técnicas de nested PCR
(nPCR) e PCR em tempo real (QPCR). 84



LISTA DE TABELAS

Pagina
CAPITULO 2

Tabela 1. Descrigcdo das amostras, total de amostras (n), numero
e porcentagem de positivos para a presenca de DNA de

Cryptosporidium spp. 66



IDENTIFICACAO DO GENERO E ESPECIES DE Cryptosporidium EM CAES
E GATOS

Resumo: O presente trabalho objetivou a identificagdo e caracterizagdo
molecular de isolados de Cryptosporidium em amostras fecais de cées e gatos,
bem como o desenvolvimento de uma reagcdo em cadeia pela polimerase
(PCR) em tempo real para deteccdo especifica de Cryptosporidium canis em
amostras fecais de caes. Trezentas amostras fecais de gatos e 367 amostras
fecais de cdes foram colhidas nas cidades de Aracatuba e Jaboticabal (SP) e
submetidas aos processos de purificagdo e extracdo de DNA. “Nested” PCR
(nPCR) para o gene 18S do rRNA foi realizada para identificacdo de
Cryptosporidium spp., seguido de sequenciamento dos fragmentos
amplificados. Uma reagéo de PCR em tempo real para um fragmento parcial do
gene HSP70 foi padronizada para a deteccdo de Cryptosporidium canis em
amostras fecais de cées. A positividade para Cryptosporidium spp. pela nPCR
em amostras de gatos foi de 11,33% (34/300), e em amostras cées foi de
10,4% (38/367). A PCR em tempo real resultou em 15,3% (58/367) de
amostras positivas para C. canis. Foi possivel a identificagcdo por meio de
sequenciamento de trés amostras positivas para C. felis e seis amostras
positivas para C. canis. Foi observada uma maior positividade em filhotes
quando comparados a cades adultos. A sensibilidade analitica da PCR em
tempo real foi de uma copia de DNA de C. canis por reacdo e ndo foi
observada amplificacdo inespecifica de DNA de outras espécies de
Cryptosporidium. Conclui-se que cées e gatos das regides estudadas podem
se apresentar infectados por espécies zoonéticas de Cryptosporidium e a PCR
em tempo real desenvolvida neste trabalho € um método sensivel e especifico

para a detecgdo de C. canis em amostras fecais de caes.

Palavras-chave: criptosporidiose, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium

felis, Reagcdo em cadeia pela polimerase



IDENTIFICATION OF GENDER AND SPECIES OF Cryptosporidium IN
DOGS AND CATS

Summary: This study aimed the identification and molecular characterization of
Cryptosporidium isolates in stool samples from dogs and cats, as well as the
development of a polymerase chain reaction (PCR) in real time to specific
detection of Cryptosporidium canis in fecal samples from dogs. Three hundred
fecal samples from cats and 367 fecal samples from dogs were collected in the
cities of Aragatuba and Jaboticabal (SP) and subjected to the processes of
purification and DNA extraction. Nested PCR (nPCR) for the 18S rRNA gene
was performed for identification of Cryptosporidium spp., followed by
sequencing of the amplified fragments. A real time PCR to a partial fragment of
the HSP70 gene was standardized for detection of Cryptosporidium canis in
dogs fecal samples. The positivity for Cryptosporidium spp. by nPCR in cats
samples was 11.33% (34/300), and in dog samples was 10.4% (38/367). The
real-time PCR resulted in 15.3% (58/367) of samples positive for C. canis. The
sequencing of the amplified fragments allowed the identification of three
samples positive for Cryptosporidium felis and six samples positive for C. canis.
A higher positivity was observed in puppies and kittens when compared to adult
animals. The analytical sensitivity of real-time PCR was 1 copy of DNA of C.
canis and was not observed DNA amplification for other species of
Cryptosporidium.We concluded that dogs and catsn of the investigated regions
can present infected for zoonotic species of Cryptosporidium and the real-time
PCR developed in this work is a sensitive and specific method for detection of

C. canis in fecal samples from dogs.

Keywords: cryptosporidiosis, Cryptosporidium canis, Cryptosporidium felis,

Polimerase Chain Reaction.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. O género Cryptosporidium

Cryptosporidium spp. sdo coccidios pertencentes ao Filo Apicomplexa,
Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida,
Subordem Eimeriorina e Familia Cryptosporidiidae. Estes protozoarios
completam seu ciclo biol6égico na superficie de células epiteliais dos tratos
gastrintestinal, respiratério e urinario de mamiferos, aves, répteis e peixes
(CAREY et al., 2004; CHERMETTE; BOUFASSA-OUZROUT, 1988).

S8o monoxénicos e se diferem de outros coccidios por apresentarem
caracteristicas proprias, tais como oocistos sem esporocistos e pela presenca
de quatro esporozoitos. Sdo capazes de realizar auto-infec¢cdo por meio de
excistagdo de oocistos de parede fina, enquanto que 0sS o0ocistos que
apresentam parede espessa sao eliminados no ambiente (BARTA,
THOMPSON, 2006).

Ernest Edward Tyzzer relatou pela primeira vez a infecgdo por este
parasito em glandulas gastricas de camundongos em 1907 (TYZZER, 1907), e
posteriormente o denominou como Cryptosporidium muris (TYZZER, 1910). Em
1912, o protozoério foi encontrado no intestino dessa mesma espécie, sendo
denominado como Cryptosporidium parvum (TYZZER, 1912). Ap6s um surto
acometendo aves domésticas em 1950 (SLAVIN, 1955) e, principalmente,
pelos primeiros relatos de infecgdo em humanos (MEISEL et al., 1976; NIME et
al., 1976), foi entdo que passou a ser pesquisado de maneira mais frequente.

Por muitos anos, a infec¢do por Cryptosporidium spp. foi considerada
como rara em animais e descrita como uma infec¢@o oportunista em individuos
imunologicamente comprometidos. A partir da década de 80, este coccidio
passou a ser considerado como um importante agente etioldgico de diarreia em
seres humanos imunossuprimidos e também em alguns animais domésticos e
selvagens (ASHBOLT, 2004; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004),

sendo entdo a criptosporidiose reconhecida como uma grave enfermidade
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disseminada por veiculacdo hidrica, que tem como agravante a dificuldade de
prevencdo da contaminacdo ambiental e a auséncia de terapias eficazes
(DILLINGHAMA et al., 2002).

1.2. Taxonomia

A maioria das espécies de Cryptosporidium apresenta morfologia muito
semelhante e, portanto, a taxonomia deste género tem sido padronizada com o
uso de métodos moleculares em conjunto com estudos morfolégicos, bioldgicos
ou de especificidade por hospedeiros, que auxiliam na validacdo das espécies
descritas (XIAO; CAMA, 2006).

Até o momento, sdo descritos varios genoétipos e 30 espécies de
Cryptosporidium (Quadro 1), que acometem aves, répteis, anfibios, peixes e
mamiferos, incluindo o homem (FAYER, 2000; FAYER et al.,, 2010; FAYER;
SANTIN, 2009; HOLUBOVA et al., 2016; KVAC et al., 2013; KVAC et al., 2014;
KVAC et al., 2016, LI et al., 2015; ROBINSON et al., 2010; RYAN et al., 2015).
De acordo com Xiao et al. (2002), alguns gendtipos podem apresentar
caracteristicas morfolégicas muito semelhantes as de espécies ja descritas,
porém, diferem em sua composi¢cdo genética e, pelo fato de ndo haver
informacdes sobre suas caracteristicas biolégicas, ainda n&o foram

classificados como espécies.
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Quadro 1 - Espécies de Cryptosporidium atualmente descritas (Adaptado de FAYER,2010;
FAYER;SANTIN, 2009; FAYER et al., 2010; HOLUBOVA et al., 2016; KVAC et al., 2013; KVAC
et al., 2014; KVAC et al., 2016; LI et al., 2015; ROBINSON et al., 2010; RYAN et al., 2015).

Espécie

Principais hospedeiros

Autor

Cryptosporidium andersoni

Bovinos, homem (A)

Lindsay et al. (2000)

Cryptosporidium avium

Aves (C, I)

Holubova et al. (2016)

Cryptosporidium baileyi

Aves (B, C, TR)

Current et al. (1986)

Cryptosporidium bovis

Bovinos (D)

Fayer et al. (2005)

Cryptosporidium canis

Caninos, homem (ID)

Fayer et al. (2001)

Cryptosporidium cuniculus

Coelho, homem (D)

Robinson et al. (2010)

Cryptosporidium erinacei

Ourico (D)

Kvaé et al. (2014)

Cryptosporidium fayeri

Canguru vermelho (Macropus rufus)

)

Ryan et al. (2008)

Cryptosporidium felis

Felinos, homem (ID)

Iseki (1979)

Cryptosporidium fragile

Anfibios (Duttaphrynus
melanostictus) (E)

Jirkdi et al. (2008)

Cryptosporidium galli

Aves (P)

Pavlasek (1999), Ryan (2003)

Cryptosporidium hominis

Humanos (ID)

Morgan-Ryan et al. (2002)

Cryptosporidium huwi

Lebiste (Poecilia reticulata) (E)

Ryan et al. (2015)

Cryptosporidium macropodum

Canguru gigante (Macropus
giganteus) (D)

Power e Ryan (2008)

Cryptosporidium meleagridis

Aves, homem (ID)

Slavin (1955)

Cryptosporidium molnari

Peixes (E)

Alvarez-Pellitero e Sitja-Bobadilla (2002)

Cryptosporidium muris

Roedores, homem (E)

Tyzzer (1910)

Cryptosporidium parvum

Ruminantes, homem (ID)

Tyzzer (1912)

Cryptosporidium proliferans

Roedor (Tachyoryctes splendens)(E)

Kvac et al., 2016

Cryptosporidium ryanae

Bovinos (D)

Fayer et al. (2008)

Cryptosporidium rubeyi

Esquilos (Spermophilus beecheyi,
Spermophilus beldingi,
Spermophilus lateralis) (D)

Li et al. (2015)

Cryptosporidium scrofarum

Suinos (D)

Kvaé et al. (2013)

Cryptosporidium serpentis

Lagartos, serpentes (E)

Levine (1980) (Brownstein et al., 1977)

Cryptosporidium scophthalmi

Peixes (ID)

Alvarez-Pellitero et al. (2004)

Cryptosporidium suis

Suinos, homem (ID, IG)

Ryan et al. (2004)

Cryptosporidium tyzzeri

Camundongo (ID)

Ren et al. (2012)

Cryptosporidium ubiguitum

Ruminantes, homem (ID)

Fayer et al. (2010)

Cryptosporidium varanii

Lagartos (E)

Pavlasek et al. (1995)

Cryptosporidium wrairi

Cobaio (Cavia porcellus) (ID)

Vetterling et al. (1991)

Cryptosporidium xiaoi

Qvinos (D)

Fayer e Santin (2009)

* A-abomaso; B-bursa de Fabricius; Ccloaca; Ce-Ceco; E-estdbmago; I-ileo; ID-intestino delgado; IG-intestino grosso; P-

proventriculo; TR-trato respiratério; D-Desconhecido.
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1.3. Ciclo biolégico

O ciclo de vida de Cryptosporidium possui seis estagios de
desenvolvimento no hospedeiro, sendo muito semelhante ao de outros
coccidios pertencentes a subordem Eimeriorina. O ciclo de vida deste
protozoario é realizado em um Unico hospedeiro e, portanto, séo considerados
monoxenos. O processo de infecgdo € composto por: excistagdo dos oocistos,
merogonia, gametogonia, fertilizacdo, formagdo da parede dos oocistos e
esporogonia (DUBEY et al., 1990; XIAO; CAMA, 2006) (Figura 1).

Truphozuﬂe

&
i
2
§
&

Asexual
u life-cycle f
Thick-walled oocyst “/ — QD
= Thin-walled oocyst
2
(5]
g

\ 1

2"

il

TRENDS in Parasitology

FIGURA 1. Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. (Fonte: BARTA;
THOMPSON, 2006).
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O ciclo se inicia com a eliminag&o de oocistos ja esporulados nas fezes
de um hospedeiro infectado. O hospedeiro susceptivel se infecta pela ingestéo
de oocistos que geralmente sdo encontrados na agua e alimentos ou, em
menor escala, podem se infectar pela inalagdo de oocistos em suspensao
(CURRENT et al.,1986; SMITH et al., 2007; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et
al., 2004, XIAO; FAYER, 2008).

O oocisto € composto por quatro esporozoitos haploides, e possui uma
parede extremamente resistente, 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
20nm, provavelmente composta por glicoproteinas &acidas (PETRY, 2004).
Apos a ingestdo de oocistos, mediante acdo do pH, enzimas pancreéticas e
temperatura, ha ruptura da parede do oocisto e liberagdo dos esporozoitos
durante a excistagdo. Os esporozoitos séo liberados e se aderem a superficie
das ceélulas epiteliais do trato gastrintestinal, onde s&o envolvidos pelas
microvilosidades para formacdo de um vacuolo parasitoforo (localizagcédo
intracelular, porém extracitoplasmética). Esta estrutura € formada por uma
membrana derivada das microvilosidades da célula epitelial, e atua como uma
“organela de alimentag&o”, resultante da fusédo da parede do parasito com a
membrana celular do hospedeiro, proporcionando a captagcéo de nutrientes do
citoplasma da célula do hospedeiro (BOROWSKI et al., 2008). Os esporozoitos
se diferenciam em trofozoitos, iniciando a multiplicagcdo assexuada ou
merogonia (SMITH et al., 2007; SRETER; VARGA, 2000; XIAO et al., 2004).

Os trofozoitos podem dar origem a dois tipos de merontes: o meronte
tipo | e o meronte tipo Il. O meronte do tipo | possui de seis a oito merozoitos,
que podem dar origem a novos merozoitos do tipo | ou do tipo Il. O meronte do
tipo Il possui quatro merozoitos, que s&o os responséaveis pela fase sexual do
ciclo ou gametogonia, onde ocorre a diferenciacdo em estagios femininos
(macrogametas) e masculinos (microgametas) (SMITH et al., 2007). Apds
fertilizagcdo, o macrogameta se desenvolve em oocisto, podendo formar

oocistos de parede delgada que sdo responséveis por auto-infeccdo (iniciam
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um novo ciclo dentro do mesmo hospedeiro), ou entdo os oocistos de parede
espessa, 0s quais sao eliminados nas fezes e resistentes as condi¢cdes
ambientais. A esporulagdo dos oocistos ocorre logo ap6s sua formagéo, sendo
entdo eliminados na sua forma infectante, potencializando a possibilidade de
infecg@o de novos hospedeiros (DUBEY et al., 1990).

Quando eliminados nas fezes dos hospedeiros infectados, 0os oocistos
podem contaminar dguas superficiais ou de reservatérios (MACHADO et al.,
2006; MULLER, 1999; SMITH, 1993), que atuam como importantes veiculos
deste parasito por possibilitar atingir um grande contingente de hospedeiros
(LABERGE et al.,, 1996). O potencial de infeccdo por Cryptosporidium esti
relacionado as seguintes caracteristicas: grande quantidade oocistos
excretados por hospedeiros infectados no ambiente, baixa especificidade por
hospedeiros mamiferos, tamanho reduzido e baixa velocidade de
sedimentacdo dos oocistos na &gua, baixa dose infectante (menos de 10
oocistos) e por ja serem eliminados em sua forma infectante (DILLINGHAMA et
al., 2002; XIAO et al., 2004).

Os oocistos eliminados no ambiente sdo sensiveis a dessecacado, ao
congelamento bem como as temperaturas de 55°C/30 segundos ou 70°C/5
segundos (FUJINO et al., 2002), mas séo extremamente resistentes a a¢do do
cloro utilizado no tratamento de agua (XIAO et al., 2004), podendo permanecer
viaveis no ambiente por até trés meses, em temperatura de 25-30°C, seis
meses em temperatura de 20° C ou sete meses quando armazenados em agua
a 15°C (ANDERSON, 1985; FAYER et al., 1998).

1.4. Importancia em Saude Publica

Cryptosporidium é considerado um patégeno emergente, porém o risco
que este parasito representa a saude publica muitas vezes € ignorado. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluiu a criptosporidiose na lista das
doengas negligenciadas (SAVIOLI et al., 2006). O numero de pessoas

infectadas ainda € subestimado, pois nédo é feita uma estimativa verdadeira da
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prevaléncia anual da enfermidade (YORDER et al.,, 2012). As razdes pelas
quais os valores reais dos casos de criptosporidiose humana séo subestimados
estédo relacionadas com o fato de nédo se tratar de uma doenca de notificagéo
obrigatoria, deficiéncia da notificagdo dos casos confirmados aos Orgaos
responsaveis, deficiéncia na procura por assisténcia médica, falta de
informacéo dos médicos, auséncia de requisicdo de exames de fezes, técnicas
de diagnostico improprias, infecgbes assintomaticas, dentre outras (DIETZ et
al., 2000).

Surtos de criptosporidiose evolvendo humanos j& foram descritos em
quase 100 paises em seis continentes, principalmente pelo fato de este
protozodrio apresentar alta infectividade aliada a sua grande resisténcia as
condi¢cdes ambientais (XIAO et al.,, 2004). Em 1984, um primeiro surto com
transmissdo pela agua no Texas acometeu mais de 2000 pessoas, causando
gastroenterite e tornando este parasita reconhecido como patégeno humano
(D’ANTONIO et al., 1985). No entanto a importancia do parasito em saude
publica somente foi reconhecida em 1993, a partir de um surto ocorrido na
cidade de Milwaukee (EUA), onde 403.000 pessoas apresentaram diarréia
atribuida a contaminacdo de &gua de consumo com oocistos de
Cryptosporidium (MACKENZIE et al., 1994).

A origem dos surtos da criptosporidiose em humanos pode ocorrer por
veiculacdo hidrica ou ingestdo de alimentos contaminados. Ja foram
identificados oocistos de Cryptosporidium no leite (GELLETLIE et al., 1997), em
legumes e vegetais (MONGE; CHINCHILA, 1996; ORTEGA-MORA et al.,
1992), em mariscos (JOHNSON et al., 1995), em mexilhdes e ostras
(GRACZYK et al., 1996) e em bebida industrializada (MILLARD et al., 1994).

A infec¢cdo em humanos geralmente ocorre pelas espécies C. hominis e
C. parvum (SMITH et al., 2006), podendo ocorrer dois tipos de transmisséo: a
zoondtica e a antropondtica. A transmissdo zoondtica ocorre mais
frequentemente envolvendo a espécie C. parvum, e esta associada

principalmente a ruminantes em areas rurais (MORGAN et al, 1999),
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possivelmente pelo maior contato do homem com animais infectados
(LEARMONTH et al., 2004). A transmiss&o antroponotica geralmente envolve a
espécie C. hominis, ocorrendo mais frequentemente em &reas urbanas devido
a grande densidade populacional, com transmissdo pelo contato pessoa-a-
pessoa (LAKE et al., 2007).

As espécies C. meleagridis, C. canis, C. felis, C. ubiquitum, C. fayeri, C.
muris, C. andersoni, C. suis, C. tyzzeri, C. cuniculus e C. viatorum ja foram
relatadas também em humanos, o que demonstra que animais domeésticos e
selvagens podem atuar como reservatorios e representar fontes de infecgéo
deste parasito para o homem, tanto por contaminacdo de fontes de agua e
alimentos com oocistos, como por contato direto (CHALMERS et al., 2009;
ELWIN et al., 2012; FAYER, 2010; ROBINSON et al., 2010).

Os sinais clinicos da infec¢do por Cryptosporidium em humanos variam
de acordo com o estado imune do hospedeiro, com quadro de diarréia
autolimitante em individuos imunocompetentes, até quadros de diarréia crbnica
em pacientes imunocomprometidos, podendo resultar em  Gbito
(ABRAHAMSEN et al., 2004). Em criancas, a infec¢cdo esti associada a
episddios de diarreia prolongada, levando & mé absorcdo e diminuicdo do
crescimento (AGNEW et al., 1998; CHECKLEY et al., 2015).

1.5. Infecgdo em gatos

A infeccdo por Cryptosporidium spp. é relativamente comum em gatos.
Estudos epidemiolégicos realizados em todo o mundo tém relatado que a
prevaléncia da infeccdo em gatos varia de 0 a 29% (LUCIO-FOSTER et al.,
2010).

O primeiro relato deste parasita em gatos foi feito por Iseki (1979), que o
denominou como C. felis. Posteriormente, foram identificadas neste mesmo
hospedeiro as espécies C. muris (PAVLASEK; RYAN, 2007) e C. parvum
(SARGENT et al., 1998). Atualmente a infecgcéo por C. felis é a mais relatada
(BESER et al., 2015; FITZGERALD et al., 2011; ITO et al., 2016; PALMER et
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al., 2008), enquanto que a infec¢ao por C. muris (BOWMAN; LUCIO-FOSTER,
2010; FITZGERALD et al.,, 2011, PAVLASEK; RYAN, 2007) e C. parvum
(SARGENT et al., 1998) apresentam menor incidéncia.

Uma maior ocorréncia de eliminagdo de oocistos tém sido notada em
felinos abaixo de um ano de idade em estudos conduzidos nos Estados Unidos
(BALLWEBER et al., 2009), na Itdlia (RAMBOZZI et al., 2007), no Reino Unido
(PARIS et al., 2014) e na Suécia (BESER et al., 2015). Um sistema
imunoldgico relativamente imaturo e a falta de imunidade por exposi¢cédo
anterior sdo possiveis explicagbes para a maior prevaléncia em filhotes
(RAMBOZZI et al., 2007).

A presenca e a gravidade dos sinais clinicos da criptosporidiose em
gatos domeésticos podem variar muito, com quadros de infeccdo assintomética
até a presenca de diarreia grave (FAYER et al., 2006; MTAMBO et al., 1991,
NASH et al.,, 1993; PALMER et al.,, 2008). Vale destacara que animais
imunossuprimidos parecem ser mais susceptiveis ao desenvolvimento da
enfermidade (MONTICELLO et al., 1987).

Estudos tém sido desenvolvidos para a detec¢éo de Cryptosporidium em
gatos em diversos paises, dentre eles Austrdlia (FITZGERALD et al., 2011,
McGLADE et al., 2003; PALMER et al., 2008; SARGENT et al., 1998; YANG et
al., 2015), Brasil (COELHO et al., 2009; FUNADA et al., 2007; GENNARI et al.,
1999; LEMOS et al.,, 2011; RAGOZO et al.,, 2002; THOMAZ et al.,, 2007),
Canada (HOOPES et al., 2015), China (LI et al., 2015b), Colémbia (SANTIN et
al., 2006), Estados Unidos (FAYER et al., 2006; LUCIO-FOSTER; BOWMAN,
2011), Italia (PAOLETTI et al., 2011; RAMBOZZI et al., 2007) Japéo (ITO et al.,
2016), Reino Unido (PARIS et al., 2014; SCORZA et al.,, 2014) e Tailandia
(KOOMPAPONG et al., 2014).

No Brasil, estudos foram conduzidos nos estados de Sao Paulo
(COELHO et al., 2009; FUNADA et al., 2007; GENNARI et al., 1999; RAGOZO
et al.,, 2002; THOMAZ et al., 2007) e Rio de Janeiro (LEMOS et al., 2011). A
prevaléncia da criptosporidiose em gatos no Brasil varia 3,9% a 14,44%
(MEIRELES, 2010).
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1.6. Infeccdo em caes

O primeiro relato de Cryptosporidium em cées foi feito por Tzipori e
Campbell (1981) por meio da detecgdo de anticorpos anti Cryptosporidium no
soro de cées. Posteriormente foi feita a caracterizagdo molecular desta espécie
(FAYER et al., 2001).

Geralmente os cdes séo infectados pela espécie C. canis (ITOH et al.,
2014; JIAN et al., 2014; LI et al., 2015b; OSMAN et al., 2015; PAOLETTI et al.,
2015; SEVA et al., 2010; THOMAZ et al., 2007; UEHLINGER et al., 2013; XU et
al., 2016; YOSHIUCHI et al., 2010), mas também existem relatos de infeccéo
pelas espécies C. parvum (SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013)
e C.ubiquitum (LI et al., 2015b).

No mundo todo, trabalhos reportam a prevaléncia da criptosporidiose em
caes entre 0,2% a 44,1% (BAJER et al., 2011; HANNES et al., 2007;; ITOH et
al., 2014; JIAN et al., 2014; LA SAALA et al., 2015; LI et al., 2015b; OSMAN et
al., 2015; PAOLETTI et al., 2015; UEHLINGER et al., 2013; XU et al., 2016;
YOSHIUCHI et al., 2010). No Brasil, séo relatadas ocorréncias de 1,4% a
26,2% (BALASSIANO et al., 2009; GIZZI et al., 2014; KATAGIRI et al., 2008;
MUNDIN et al., 2007; SEVA et al., 2010).

Na maioria dos casos, a infeccdo em cédes por Cryptosporidium se
apresenta na forma assintomética (GIANGASPERO et al., 2006; HANNES et
al., 2007, JIAN et al., 2014). No entanto, podem ser observados sinais clinicos
como diarreia severa, com sindrome de m& absor¢cdo e perda de peso,
variando conforme o estado imunoldgico do hospedeiro (GIZZI et al., 2004,
IRWIN, 2002).

A ocorréncia de criptosporidiose em cées esta relacionada com a idade
dos hospedeiros: caes filhotes apresentam uma maior prevaléncia quando
comparados a caes adultos (BALASSIANO et al., 2009; HANNES et al., 2007;
JIAN et al., 2014; OSMAN et al., 2015). Fatores relacionados a qualidade de
vida do animal (acesso ao solo, higiene do ambiente onde o animal vive, fonte

de agua potavel, presenca de doenga concomitante, nivel de educagdo do
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proprietario e visitas a clinicas veterindrias) podem desempenhar um
importante papel na ocorréncia da criptosporidiose (LA SAALA et al., 2015).
Caes criados em abrigos e canis, onde ficam em contato direto com outros
animais também apresentam uma maior prevaléncia (GIANGASPERO et al.,
2006, JIAN et al., 2014; MUNDIN et al., 2007).

1.7. Participagcédo de cdes e gatos na epidemiologia da criptosporidiose

humana

O crescente numero de animais de companhia, principalmente em areas
urbanas, tem estreitado o contato entre estes e o homem, aumentando a
exposicdo humana a agentes zoonoéticos (GENNARI et al., 1999).

O fato de humanos se infectarem geralmente pelas espécies C. hominis
e C. parvum faz com que caes e gatos sejam considerados como animais que
oferecem risco minimo como potencial reservatorio de cripstosporidiose, j& que
estes na maioria das vezes, apresentarem infecgdo por C. canis e C. felis,
respectivamente. Apesar da participagdo de cées e gatos na criptosporidiose
humana ainda ndo ser sido muito esclarecida, muitos trabalhos tém relatado a
infeccdo em humanos por C. canis (ADAMU et al., 2014; GATEI et al., 2008;
LALONDE et al., 2013; LUCCA et al., 2009; MOLLOY et al., 2010) e por C. felis
(ADAMU et al., 2014; CACCIO et al.,, 2002; LEONI et al., 2006; LLORENTE et
al., 2006; LUCCA et al.,, 2009; MATOS et al.,, 2004; MBAE et al., 2015;
PEDRAZA-DIAZ et al., 2001; XIAO et al., 2001). Além disso, tanto os caes
como os gatos podem ser infectados por C. parvum (SARGENT et al., 1998;
SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013), que € uma espécie
zoondtica de grande importancia na epidemiologia da criptosporidiose.

Jé foi relatada associacdo entre a criptosporidiose em idosos e seus
respectivos gatos domiciliados (PEREIRA; FERREIRA, 2012), embora néo
tenha sido realizada a caracterizacdo molecular para determinacdo da espécie

isolada.
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Beser et al. (2015) relataram uma possivel transmissdo zoondtica de C.
felis de um gato para o seu dono na Suécia. O animal apresentou diarreia
crbnica e perda de peso meses antes de sua dona também apresentar quadro
de diarréia. Foram verificadas em amos os hospedeiros sequéncias idénticas
de C. felis para os genes SSU rRNA, HSP70 e COWP (“Cryptosporidium
Oocyst Wall Protein”).

Cryptosporidium pode causar diarreia grave em criangas,
particularmente em criangas desnutridas, levando a um impacto significativo no
crescimento e fungéo cognitiva das mesmas (CHECKLEY et al., 2015).

A possivel transmissdo de Cryptosporidium entre crian¢as e um céo que
viviam na mesma casa foi relatado por Xiao et al. (2014). Uma menina de trés
anos e seu irmdo de seis anos e meio de idade apresentaram diarreia
transitéria a0 mesmo tempo. Por meio de microscopia, ambos foram
confirmados como positivos para Cryptosporidium spp.. Foram colhidas
amostras fecais dos animais da casa, quando um cao assintomatico também
apresentou positividade para Cryptosporidium spp.. A caracterizagdo molecular

das amostras permitiu a identificagdo de C. canis nos trés hospedeiros.

1.8. Métodos de diagndéstico dainfecgédo por Cryptosporidium

A experiéncia é um fator fundamental para diagndstico de
criptosporidiose, uma vez que 0S O0OcCistos e outros estagios de
desenvolvimento do género Cryptosporidium estdo entre os menores dentre 0s
coccidios, além de serem muito similares as leveduras, tanto em tamanho
quanto forma, o que pode resultar em diagndstico falso-positivo (SRETER;
VARGA, 2000; XIAO et al., 2004).

O ideal na identificacdo de Cryptosporidium é uma abordagem polifasica,
utilizando-se andlise morfolégica dos oocistos, técnicas moleculares e
caracteristicas  biolégicas, como a especificidade por hospedeiros,
patogenicidade, periodos pré-patente e patente e intensidade de excrecéo de

oocistos (EGYED et al., 2002). Cada método possui uma finalidade especifica,
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e apresenta vantagens e desvantagens. Quando se deseja avaliar a presenca
do parasito, exames parasitologicos de fezes e coloracdes especiais séo
suficientes. Caso o0 objetivo seja a determinagcdo da espécie de
Cryptosporidium envolvida, torna-se necessario entdo o uso de metodos
moleculares. No entanto, quando o objetivo é determinar se o hospedeiro foi

exposto ao protozodrio, os métodos soroldgicos podem ser utilizados.

1.8.1. Visualizagédo de oocistos e outros estagios evolutivos por métodos

de concentragéo e/ou coloragéo

A analise morfoldgica de oocistos nédo é definitiva para a identificagdo da
espécie, pois devido ao fato de os oocistos serem muito pequenos, estes
podem apresentar variagdes morfologicas imperceptiveis, ou mesmo serem
idénticos entre as diferentes espécies (MORGAN et al., 1999; FAYER et al.,
2000; FALL et al., 2003).

Um dos métodos mais utilizados na deteccdo de oocistos a partir de
amostras fecais € o método de centrifugo-flutuacdo em solucédo de Sheather
(CURRENT, 1990). Nesta técnica as amostras devem ser examinadas
rapidamente, pois quando os oocistos de Cryptosporidium ficam expostos por
muito tempo em solugdes de alta densidade, estes podem sofrer distorgdes ou
rompimento da parede, levando a resultados erroneos. Para visualizagdo dos
oocistos, utiliza-se microscopia Optica de campo claro ou de contraste de fase
(XIAO; FENG, 2008). Os oocistos sdo visualizados como corpos brilhantes
contendo granulos negros, quando visualizados em contraste de fase; em
microscopio de campo claro, 0s oocistos aparecem translicidos, muitas vezes
como estruturas levemente rosadas, contendo granulos em seu interior
(SRETER; VARGA, 2000).

Existem ainda outras técnicas que podem ser empregadas na detecgéo
de oocistos de Cryptosporidium, como a coloragcdo negativa com verde
malaquita e a técnica de Kinyoun (alcool &cido resistente). Na coloragdo com

verde malaquita, 0s oocistos sdo vistos como estruturas brilhantes em um
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fundo verde (ELLIOT et al., 1999), enquanto na técnica de Kinyon os oocistos
aparecem como coloracdo rosa a vermelha contra um fundo verde (MA,
SOAVE, 1983).

A visualizacdo de Cryptosporidium em tecidos pode também ser
realizada com uso da técnica de coloracao de Kinyoun, por meio de esfregacos
de mucosas, que permite excelente visualizacdo de estagios evolutivos de
Cryptosporidium (LATIMER et al., 1988). Para visualizagéo de Cryptosporidium
em tecidos, a técnica comumente utilizada é a hematoxilina-eosina (HE), onde
0s estagios evolutivos sdo visualizados como corpos esféricos baséfilos, de 2,0
a 7,5 um, localizados na superficie das células epiteliais (dependendo do
estagio do ciclo bioldgico) dos cortes histologicos. Outras técnicas que podem
ser utilizadas séo coloragBes a base de prata e 4cido periodico de Schiff. A
microscopia eletronica de transmiss@o permite a visualizagdo de morfologia
ultra-estrutural do parasito (PETRY, 2004; VALIGUROVA et al., 2008).

1.8.2. Métodos imunolégicos

Os testes imunolégicos tém sido utilizados em substituicdo a analise
microscopica em fezes, para pesquisa de oocistos ou de antigenos soluveis
(KHEL et al., 1995), pois apresentam melhor sensibilidade e especificidade
quando comparadas as técnicas tradicionais de coloragdo, e por reduzirem o
tempo gasto na deteccdo dos oocistos (ARROWOOD; STERLING, 1989;
JOHNSTON et al., 2003).

Dentre os métodos, destacam-se 0 ensaio imunoenzimatico (FAYER et
al.,, 2000; JEX et al, 2008; SILVA et al, 2003) e a reagdo de
imunofluorescéncia direta (BIALEK et al., 2002; FAYER et al., 2000; JEX et al.,
2008).

Apesar de oferecerem algumas vantagens no diagnéstico da
criptosporidiose em relagdo a microscopia por se tratarem de testes rapidos,

simples, sensiveis e especificos, os métodos imunoldgicos também n&o
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permitem a identificacdo de espécies ou genotipos de Cryptosporidium

envolvidos na infecgdo (JEX et al.,2008).

1.8.3. Métodos moleculares

A caracterizacdo molecular de Cryptosporidium € geralmente realizada
por meio da Reagcdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) e suas variantes,
seguida de andlise do tamanho dos fragmentos amplificados por PCR e
digeridos por enzimas de restricdo (RFLP), ou de sequenciamento dos
fragmentos amplificados, permitindo a diferenciagédo entre as diferentes
espécies de Cryptosporidium (SARGENT et al.,1998; MORGAN et al., 1999;
SRETER; VARGA, 2000; JEX et al., 2008).

O locus mais utilizado € o gene da subunidade 18S do gene do RNA
ribossémico (18S rRNA), que apresenta cinco copias por genoma e menor
polimorfismo por apresentar evolugdo mais lenta, sendo escolhido para o uso
em amostras de animais que possam estar infectados por espécies ou
gendtipos ainda nédo classificados (SPANO et al., 1998; XIAO et al., 1999a;
MORGAN et al., 2000; XIAO et al., 2000a).

Outros loci também podem ser utilizados, como o gene da actina
(SULAIMAN et al., 2002), da proteina do choque térmico (HSP70) (SULAIMAN
et al., 2000) e da proteina da parede de oocistos-COWP (XIAO et al., 2000).
Estes genes apresentam alto polimorfismo interespécies, o que os tornam
importantes ferramentas na analise genética de espécies ou genotipos
geneticamente similares (XIAO et al., 2004).

Outra técnica que também vem sendo utilizada no diagndéstico da
criptosporidiose € a PCR em tempo real. Est4 técnica tornou-se um método
alternativo & PCR convencional, proporcionando um resultado mais répido,
diminuindo possiveis contamina¢cdes com amplicons, além de dispensar a
andlise dos fragmentos amplificados por eletroforese em gel de agarose, sendo
possivel a visualizagdo dos resultados preliminares antes do término da

reacdo. Na literatura ja existem vérios relatos do uso da PCR em tempo real na
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deteccdo e/ou identificacdo de espécies de Cryptosporidium em humanos
(BOUZID et al., 2016; HADFIELD et al.,, 2011; JOTHIKUMAR et al., 2008;
STROUP et al., 2006; ZEBARDAST et al., 2016) e em animais (HOMEM et al.,
2012; NAKAMURA et al., 2014; SILVA et al., 2014; YANG et al., 2009).

2. Objetivos

O presente estudo teve como objetivo identificar a presenca de
Cryptosporidium em amostras fecais de c&es e gatos seguido de
caracterizagdo molecular dos isolados, bem como o desenvolver uma PCR em
tempo real para amplificacdo de fragmento parcial do gene da proteina HSP70

para deteccédo de DNA de C. canis em amostras fecais de caes.
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CAPITULO 2. OCORRENCIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
Cryptosporidium spp. EM AMOSTRAS FECAIS DE GATOS
PROVENIENTES DO ESTADO DE SAO PAULO

HOMEM, C.G.; MEIRELES, M.V.

UNESP, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Programa
de P6s Graduacao em Ciéncia Animal - Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Estadual Paulista, Rua Clévis Pestana, n°® 793, CEP 16050-680,

Bairro Dona Amélia, Aracatuba - SP. milahomem@hotmail.com

RESUMO: Cryptosporidium spp. € um protozoario que representa importante
causa de morbidade e mortalidade em criangas de zero a cinco anos de idade
e em pacientes imunodeficientes. Cryptosporidium felis é a espécie mais
prevalente em gatos, mas j& foi descrito em criancas, pacientes
imunocomprometidos e individuos imunocompetentes. O objetivo deste
trabalho foi identificar a presenca de Cryptosporidium em amostras fecais de
gatos com posterior caracterizagdo molecular dos isolados. Um total de 300
amostras fecais de gatos de todas as idades foram colhidas nas cidades de
Aracatuba e Jaboticabal (SP). A nested PCR para amplificagdo do fragmento
da subunidade do gene 18S rRNA foi realizada em todas amostras para
identificacdo de Cryptosporidium spp., seguida de sequenciamento dos
fragmentos amplificados. A positividade para Cryptosporidium spp. pela nested
PCR em amostras de gatos foi de 11,33% (34/300), sendo que das
provenientes de adultos 10,04% (25/249) foram positivas. Dentre as amostras
de filhotes 17,65% (9/51) foram positivas. O sequenciamento dos fragmentos
amplificados permitiu a identificagdo de trés amostras como C. felis, o que
permite concluir que os gatos de area urbana podem atuar como reservatorio

de C. felis para o homem.

Palavras-chave: Cryptosporidium felis, PCR, felinos.
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SUMMARY: Cryptosporidium spp. is a protozoan that represents an important
cause of morbidity and mortality in children from zero to five years of age and in
immunocompromised patients. Cryptosporidium felis is the most prevalent
species in cats, but has been described in children, immunocompromised
patients and immunocompetent individuals. The aim of this work was to identify
the presence of Cryptosporidium in fecal samples from cats with subsequent
molecular characterization of the isolates. A total of 300 fecal samples of cats of
all ages were collected in the cities of Aragatuba and Jaboticabal (SP). Nested
PCR for amplification of the 18S rRNA gene subunit fragment was performed
on all samples for identification of Cryptosporidium spp., followed by
sequencing the amplified fragments. The positivity for Cryptosporidium spp. by
nested PCR in samples of cats was 11.33% (34/300), and of those from adults
was 10.04% (25/249) were positive. Among the pups samples, 17.65% (9/51)
were positive. The sequencing of the amplified fragments allowed the
identification of three samples such as C. felis, which allows to conclude that

the cats of urban area can act as reservoir of C. felis for man.

Keywords: Cryptosporidium felis, PCR, feline.
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Introducéo

Cryptosporidium spp. € considerado um patdégeno emergente, tendo sido
incluido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) na “Iniciativa das Doencas
Negligenciadas”, na qual estdo incluidas enfermidades bacterianas,
parasitarias e virais que acometem o homem (SAVIOLI et al., 2006). Em paises
em desenvolvimento, o protozoario representa importante causa de morbidade
e mortalidade em criangas de zero a cinco anos de idade e em pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (ASHBOLT, 2004; GATEI et
al., 2002; LEAV et al., 2003; OSHIRO et al., 2000).

A infeccdo em seres humanos é comumente causada por C. hominis,
que infecta o homem, ou por C. parvum, que é responsavel por infeccbes
zoonoticas amplamente descritas na literatura (FAYER et al., 2000; MILLARD
et al., 1994; PREISER et al., 2003; SULAIMAN et al., 1998). Contudo C. felis,
C. canis, C. meleagridis, C. cuniculus, C. suis, C. andersoni, C. ubiquitum
(gendtipo cervideo) e C. muris também podem infectar os seres humanos,
especialmente criancas e pacientes imunossuprimidos (XIAO et al., 2010).

C. felis ja foi descrito em criangas (CAMA et al., 2008; LLORENTE et al.,
2006; MBAE et al.,, 2015; XIAO et al., 2001). Muitos estudos relatam a
presenca desta espécie em pacientes imunocomprometidos (ADAMU et al.,
2014; CACCIO et al., 2002; CIELOSZYK et al., 2012; LEONI et al., 2006;
LUCCA et al., 2009; MATOS et al., 2004), mas individuos imunocompetentes
também podem ser acometidos (BESER et al., 2015; PEDRAZA-DIAZ et al.,
2001).

Em gatos prevalece a infec¢ao por C. felis (PALMER et al., 2008), mas
existe ainda relatos de infecgdo por C. muris (BOWMAN; LUCIO-FOSTER,
2010; FITZGERALD et al.,, 2011, PAVLASEK; RYAN, 2006). A primeira
descricdo de Cryptosporidium spp. em gatos foi feita por Iseki em 1979, no
Japdo. A maioria dos trabalhos descreve infeccdo assintomatica da
criptosporidiose felina, no entanto o animal pode desenvolver diarréia severa e

consequente perda de peso (BESER et al., 2015).
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Dentre as diferentes técnicas utilizadas na detec¢do de Cryptosporidium
estdo: visualizagdo de oocistos em amostras fecais por meio de microscopia,
(utilizando diversas técnicas de coloracdo ou imunofluorescéncia), ensaio
imunoenzimético (ELISA) para deteccdo de antigenos solluveis em fezes e a
reagcdo em cadeia pela polimerase (PCR) nested e suas variantes para
amplificacdo de DNA. No entanto, os métodos de microscopia e ELISA
apresentam baixa sensibilidade quando comparados aos métodos moleculares,
e ndo permitem a identificacdo da espécie do parasito, enquanto que o uso da
PCR nested possibilita o sequenciamento dos fragmentos amplificados para
identificacdo das espécies (JEX et al., 2008).

Véarias zoonoses parasitarias estdo associadas ao contato humano com
animais de companhia, principalmente cdes e gatos (RAGOZO et al., 2002).
Infecgdo por Cryptosporidium spp. é relativamente comum em gatos e estudos
epidemiolégicos realizados no mundo todo relatam que a prevaléncia em gatos
varia de 0 a 29,4% (LUCIO-FOSTER et al., 2010). O estreito contato entre a
criangas e/ou pessoas imunocomprometidas pode favorecer a transmisséo
zoondtica de Cryptosporidium spp (CIELOSZYK et al., 2012).

O objetivo do trabalho foi identificar a presenca de Cryptosporidium em
amostras fecais de gatos e posteriormente realizar a caracterizagdo molecular

dos isolados.

Material e métodos

Colheita de amostras e extragédo do DNA gendémico

As amostras foram obtidas por conveniéncia a partir de gatos
provenientes de residéncias, criatérios comerciais, Organizacbes Nao
Governamentais (ONG) protetoras de animais e Centro de Controle de
Zoonoses das cidades de Aracatuba e Jaboticabal, no interior do estado de
Sao Paulo. Foram utilizadas 300 amostras fecais de gatos colhidas logo apos a

eliminac&o pelo animal, sendo 50 de gatos filhotes (até um ano de idade) e 116
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de gatos adultos (acima de um ano de idade) da cidade de Aragatuba, e um
gato filhote e 133 gatos adultos da cidade de Jaboticabal.

Assim que colhido, o material foi armazenado a 4°C em recipientes
plasticos estéreis de 50 mL, em solu¢cdo de bicromato de potassio 2,5%
(concentragdo final). ApOs este passo as amostras foram submetidas ao
processo de purificac@o pela técnica de centrifugo-sedimentacdo em agua/éter
(MELONI; THOMPSON, 1996).

O DNA genbmico foi extraido a partir do sedimento resultante do

processo de purificagdo, por meio da técnica descrita por SILVA et al. (2010).

Nested PCR e sequenciamento dos fragmentos amplificados

Para amplificagéo de fragmentos do gene da 18S do rRNA foi utilizada a
nested PCR (XIAO et al., 2000), com oligonucleotideos iniciadores 5’
TTCTAGAGCTAATACATGCG 3' e 5° CCCATTTCCTTCGAAACAGGA 3’ para
a reacgao priméria (1325 bp) e 5 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 3 e 5
AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA 3’ para a reacado secundéria (826-840 pb),
nas seguintes condi¢cdes de reacdo: 25uL de solugcdo contendo 2,5 pyL de
tampé&o para PCR 1 x, MgCl; a 2,5 mM, 1 U de Taq DNA polimerase, 200 M de
cada desoxiribonucleotideo, 100 nM de cada oligonucleotideo iniciador e 2,5uL
de DNA alvo nas duas reagdes. As amostras foram submetidas a desnaturagéo
inicial do DNA a 94°C por 3 minutos, seguida de 34 ciclos, cada um consistindo
em desnaturagéo a 94°C por 45 segundos, 45 segundos de anelamento a 50°C
e 60 segundos de extensao a 72°C, com extenséo final a 72°C por 7 minutos.

Amostras que apresentaram amplificagéo intensa do fragmento de DNA,
visualizadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%, foram
purificadas utilizando-se o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), e
sequenciadas com utilizacdo do ABI Prism® Dye Terminator 3.1, em
sequenciador automatico ABI 3730XL (Applied Biosystems). As reagOes de
sequenciamento foram realizadas nas duas dire¢cdes, com os oligonucleotideos

iniciadores da nested PCR.
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Resultados e discussao

Das 300 amostras de gatos, 34 (11,33%) foram positivas pela nested
PCR. Na literatura séo relatadas taxas de positividade em amostras fecais de
gatos variando de zero a 29,4% (COELHO et al., 2009; ITO et al.,, 2016;
KOOMPAPONG et al., 2014; LI et al., 2015; LUCIO-FOSTER et al.,, 2010;
MANCIATI et al., 2015; PALMER et al., 2008; PAOLETTI et al., 2011; PARIS et
al., 2014; XU et al., 2016; YANG et al.,, 2015). No entanto, pelo fato de que
diferentes técnicas de diagndstico foram utilizadas nesses relatos, ndo é
possivel realizar a comparagcé@o com os resultados deste trabalho.

Do total de amostras provenientes de adultos (249), 10,04% (25
amostras) foram positivas pela nested PCR. Dentre as 51 amostras de filhotes,
nove (17,65%) foram positivas. Alguns autores descrevem maior prevaléncia
de criptosporidiose em gatos com menos de um ano de idade (PALMER et al.,
2008; PARIS et al., 2014; RAMBOZZI et al., 2007; SANTIN et al., 2006), no
entanto Yang et al. (2015) encontrou positividade maior em gatos com mais de
6 anos de vida. Sistema imunolégico imaturo e falta de imunidade por
exposi¢do anterior sdo possiveis explicagbes para uma maior prevaléncia em
filhotes (RAMBOZZI et al, 2007).

Para a cidade de Aracatuba, das 116 amostras de gatos de adultos, 16
(13,79%) foram positivas, e para filhotes nove amostras (18,0%) foram
positivas. Das amostras de Jaboticabal, 6,77% (9 de 133) das amostras obtidas
a partir de gatos adultos foram positivas e nenhuma amostra de filhote
apresentou-se positiva pela nested PCR (Tabela 1). Coelho et al. (2009)
encontraram uma positividade de 3,9% para Cryptosporidium na cidade de
Andradina (também pertencente a microrregido de Aracatuba), mas com 0 uso
técnica de colora¢do negativa com verde malaquita para detec¢cdo dos oocistos
por microscopia. Utilizando-se também de microscopia, Gennari et al. (1999)
encontraram uma positividade de 14,44% para Cryptosporidium em amostras

fecais de gatos provenientes da cidade de S&o Paulo.
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Tabela 1. Descricdo das amostras, total de amostras (n), numero e

porcentagem de positivos para a presenca de DNA de Cryptosporidium spp.

Amostras n Positivos (n) %
Gatos Adultos Aracatuba 116 16 13,79
Gatos Filhotes Aragatuba 50 9 18
Gatos Adultos Jaboticabal 133 9 6,77
Gatos Filhotes Jaboticabal 1 0 0

Existem na literatura diversos estudos envolvendo a infecgdo de
humanos por C. felis (ADAMU et al., 2014; CACCIO et al., 2002; LEONI et al.,
2006; LUCCA et al., 2009; MATOS et al., 2004; PEDRAZA-DIAS et al., 2001), o
que desperta o interesse em estudos sobre a ocorréncia do parasitismo por C.
felis em gatos, e qual o papel destes animais na transmissdo deste parasito ao
homem. O sequenciamento dos fragmentos amplificados permitiu a
identificacdo com 99% de similaridade de trés amostras como sendo C. felis
(nimero de acesso AF112575 no GenBank). Um estudo no estado de S&o
Paulo realizado por Thomaz et al. (2007) também encontrou isolados de C. felis
em 7 amostras de gatos.

O presente estudo permitiu a identificagdo de C. felis em amostras fecais
de gatos provenientes das regides estudadas neste trabalho, podendo estes

animais atuarem como reservatorios de C. felis para o homem.
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CAPITULO 3 — DESENVOLVIMENTO DE REACAO EM CADEIA PELA
POLIMERASE EM TEMPO REAL PARA DETECGCAO DE Cryptosporidium
canis EM AMOSTRAS FECAIS DE CAES

HOMEM, C.G.; MEIRELES, M.V.

UNESP, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Programa
de P6s Graduacao em Ciéncia Animal - Faculdade de Medicina Veterinaria,
Universidade Estadual Paulista, Rua Clévis Pestana, n°® 793, CEP 16050-680,

Bairro Dona Amélia, Aracatuba - SP. milahomem@hotmail.com

RESUMO: O uso de métodos moleculares para diagndstico da infecgdo por
Cryptosporidium possibilita a estimativa do potencial zoon6ético deste parasito e
a determinagéo das fontes de infecgéo para o ser humano. Este trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de uma PCR em tempo real para
amplificacdo de fragmento parcial do gene da proteina HSP70 para detecgéo
de DNA de C. canis em amostras fecais de cdes. Foram colhidas 367 amostras
fecais de cades de todas as idades, sendo 235 provenientes da cidade de
Aracatuba e 132 de Jaboticabal-SP. As amostras foram submetidas a extra¢do
de DNA gendmico, apos purificagdo por centrifugo-sedimentacdo em &agua-
éter, seguido da realizacdo da nested PCR (nPCR) em todas as amostras para
deteccdo de DNA de Cryptosporidium spp. e determinacdo da espécie do
parasito por meio de sequenciamento dos fragmentos amplificados. A PCR em
tempo real foi padronizada para amplificagéo de um fragmento parcial do gene
da proteina HSP70 para deteccéo de C. canis. A nPCR revelou 10,4% (38/367)
das amostras positivas para Cryptosporidium spp., dentre elas, seis
identificadas como C. canis por meio de sequenciamento dos fragmentos
amplificados. A PCR em tempo real resultou em 15,3% (58/367) de amostras
positivas para C. canis. Foi observada uma maior positividade em filhotes
guando comparados a caes adultos na cidade de Aragatuba. Foram realizadas

também a determinagdo da sensibilidade e especificidade analiticas da PCR
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em tempo real, que demosntrou que a reacdo desenvolvida foi capaz de
detectar uma cépia de DNA de C. canis por reacao, e também nao se observou
amplificag8o inespecifica de DNA para diversas espécies de Cryptosporidium

testadas.

Palavras-chave: céo, criptosporidiose, diagndstico molecular, gene HSP70.
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SUMMARY: The use of molecular methods to diagnose Cryptosporidium
infection makes it possible to estimate the zoonotic potential of this parasite and
determine the sources of infection for humans. This work aimed to the
development of a real-time PCR for partial fragment amplification of the HSP70
protein gene to detect C. canis DNA in faecal samples from dogs. A total of 367
fecal samples were collected from dogs of all ages, of which 235 were from the
city of Aragatuba and 132 from Jaboticabal-SP. The samples were submitted to
genomic DNA extraction, after purification by centrifugation-sedimentation in
water-ether, followed by nested PCR (nPCR) in all samples for detection of
Cryptosporidium spp. and determination of the parasite species by sequencing
the amplified fragments. Real-time PCR was standardized for amplification of a
partial fragment of the HSP70 protein gene for the detection of C. canis. The
NPCR revealed 10.4% (38/367) of the positive samples for Cryptosporidium
spp., among them, six identified as C. canis by sequencing the amplified
fragments. Real-time PCR resulted in 15.3% (58/367) of C. canis positive
samples. It was observed a greater positivity in puppies when compared to
adult dogs in the city of Aracatuba. The determination of the analytical
sensitivity and specificity of the PCR in real time was also carried out, which
showed that the reaction was able to detect 1copy of DNA of C. canis by
reaction, and also no nonspecific DNA amplification was observed for several

species of Cryptosporidium tested.

Keywords: dog, cryptosporidiosis, molecular diagnosis, HSP70 gene.
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Introducéo

Cryptosporidium spp. é um protozoario que infecta os seres humanos,
bem como animais domésticos e selvagens. Até o momento, sdo descritas 30
espécies validas de Cryptosporidium (FAYER, 2010; FAYER; SANTIN, 2009;
FAYER et al., 2010; HOLUBOVA et al., 2016; KVAC et al., 2013; KVAC et al.,
2014; KVAC et al., 2016; LI et al., 2015a; RYAN et al., 2015; ROBINSON et al.,
2010).

Os cées sao animais que possuem estreito contato com 0os humanos,
podendo atuar como reservatorios de espécies zoonoticas de Cryptosporidium.
A espécie Cryptosporidium canis € a mais frequente em cédes (ITOH et al.,
2014; JIAN et al., 2014; LI et al., 2015b; OSMAN et al., 2015; PAOLETTI et al.,
2015; SEVA et al., 2010; THOMAZ et al., 2007; UEHLINGER et al., 2013; XU et
al., 2016; YOSHIUCHI et al., 2010).

Infecgcdo em humanos por C canis também tem sido descrita em varios
paises no mundo todo, dentre eles Brasil (LUCCA et al.,, 2009), Eti6pia
(ADAMU et al., 2014), Inglaterra e Pais de Gales (ELWIN et al., 2012), Jamaica
(GATEI et al., 2008), Jordania (HIJJAWI et al., 2010), Kénia (GATEI et al.,
2006), Nigéria (MOLOY et al., 2010), Peru (XIAO et al., 2007) e Republica
Dominicana (LALONDE et al., 2013).

O uso de métodos moleculares para diagnéstico da infeccdo por
Cryptosporidium spp. possibilita estimar o potencial zoonético e determinar as
fontes de infecgdo para o ser humano (SKOTARCZAKANN, 2010). Dentre
estes métodos, 0 mais utilizado é a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
do tipo nested, para amplificacdo de fragmento parcial do gene da subunidade
18S do rRNA (XIAO et al., 2000). No entanto, a PCR em tempo real tem se
destacado por apresentar alta sensibilidade e por permitir o diagnostico de
criptosporidiose clinica, bem como a deteccao de individuos portadores, sendo
uma valiosa ferramenta para estudos epidemiolégicos em humanos e animais
(FONTAINE; GILLOT, 2003; HADFILED et al., 2011; KUMAR et al., 2016;
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NAKAMURA et al.,, 2014; SILVA et al., 2014; TANRIVERDI et al., 2002;
ZEBARDAST et al., 2016).

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma PCR em tempo
real para amplificacdo de fragmento parcial do gene da proteina HSP70 para

deteccéo de DNA de C. canis em amostras fecais de caes.

Material e métodos

Colheita de amostras fecais e extragdo do DNA

Foram utilizadas 367 amostras fecais de cées, sendo provenientes de
residéncias, criatérios comerciais, Organizagdes ndo Governamentais (ONG)
Protetoras de Animais e Centros de Controle de Zoonoses das cidades de
Aragatuba e Jaboticabal, no interior do estado de S&o Paulo, Brasil. Das 367
amostras, 132 foram colhidas de caes adultos da cidade de Jaboticabal, e 235
colhidas de cées da cidade de Aragatuba, sendo estes divididos em 214 caes
adultos e 24 filhotes.

As amostras foram colhidas imediatamente apos defecacdo natural e
armazenadas a 4°C em recipientes de plastico de 50 mL, em solucdo de
bicromato de potassio 2,5% (concentracao final) e submetidas a purificacéo por
centrifugo-sedimentagdo em agua/éter (MELONI; THOMPSON, 1996).

O DNA genbmico foi extraido a partir do sedimento resultante do
processo de purificagdo, por meio da técnica descrita por Silva et al. (2010).

Nested PCR (nPCR) e sequenciamento dos fragmentos amplificados. A
nPCR foi realizada em todas as amostras para amplificagdo de um fragmento
parcial do gene da subunidade 18S do rRNA de Cryptosporidium spp. (Xiao et
al., 2000). O DNA amplificado foi visualizado por meio de eletroforese em gel
de agarose 1,5%, corado com GelRed® (Biotium).

Os fragmentos amplificados pela nPCR foram purificados utilizando-se o
kit QIAquick® Gel Extraction (QiagenGmbH) e sequenciados com utilizagéo do

ABI Prism® DyeTerminator3.1, em sequenciador automético ABI 3730XL
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(Applied Biosystems). As reacbes de sequenciamento foram realizadas nas
duas direcbes, com os mesmos oligonucleotideos iniciadores da reagdo de
nPCR.

Clonagem molecular

Foi realizada clonagem molecular para obtencdo de quantidade
suficiente de DNA para padronizagdo da PCR em tempo real, por meio de uma
curva de regressao padréo. Para isso, foi desenvolvida uma PCR do tipo hemi-
nested para o gene HSP70 utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos
para C. canis (Quadro 1). O fragmento parcial de DNA de C. canis obtido por
meio dessa reacéo foi clonado com o kit TransformAid Bacterial Transformation
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e o CloneJET PCR Cloning Kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). O DNA plasmidial foi purificado com
0 GenElute®HP Five-Minute Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).

Quadro 1 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados para obtencdo de um
fragmento especifico para Cryptosporidium canis pelo gene HSP70, para uso

na padronizagao da reacdo de PCR em tempo real.

Oligonucleotideos Produto
L Posicéo * Sequencia 5' - 3' amplificado
iniciadores

(pb)

PrimerCanis - F 1244-1263 TCTACGAGGGTGAGAGAGCC 496

Canis- R 1720-1739 ATGAGTGGGTTCATGTGGGC

SecCanis - F 1437-1456 CAAGGGCAGACTCTCCAAGG 303

Canis- R 1720-1739 ATGAGTGGGTTCATGTGGGC

*Posicdo de anelamento no gene HSP70 de C. canis (GenBank numero
EU754842.

Reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real (QPCR) e analise de curva

de dissociagéo
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Sequéncias parciais do gene da proteina HSP70 de C. canis foram
alinhadas com sequéncias de todas as espécies e gendtipos de
Cryptosporidium spp. disponiveis no GenBank utilizando-se o programa Bioedit
Sequence Alignment Edit para determinag&o de uma regiédo para elaboragéo de
oligonucleotideos iniciadores especificos para C. canis. Apos determinacdo da
regido espécie-especifia, usou-se o programa Primer-BLAST (National Center
for Biotechnology Information) para elaboragdo dos oligonucleotideos
iniciadores (Quadro 2) e posteriormente verificou-se a especificidade in silico
para C.canis utilizando o Basic Local Aligment Search Tool (BLAST).

Para determinagdo da curva de regressdo padrédo da gPCR, os
fragmentos resultantes da clonagem foram quantificados utilizando-se
espectrofotdmetro  Nanodrop® ND-1000, e em seguida diluidos em
concentragbes entre 10’ a 10° moléculas de DNA (Applied Biosystems, s.d.)

para obtencéo da curva de regressdo. Cada diluicéo foi testada em duplicata.

Quadro 2 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reagdo em cadeia pela
polimerase em tempo real para amplificagédo de fragmento parcial do gene da

proteina HSP70 de Cryptosporidium canis.

Oligonucleotideos Produto
gont Posicao* Sequencia amplificado
iniciadores (ob)

CanisHSP70-F 1567-1586 AGAAACACCATCCAGGAGCC 150

CanisHSP70-R 1697-1716 AACCTCCTTTTGCTGGTGCT

*Posigdo de anelamento no gene HSP70 de C. canis (GenBankEU754842).

A gPCR foi constituida por SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad)
1x, 250nM de cada oligonucleotideo iniciador e 2,0 uL de DNA da amostra,
com volume final de 20 pL. As condigbes de amplificagéo foram: desnaturagéo
inicial por 2 min a 98°C, seguida por 50 ciclos de desnaturagdo a 98°C por 5s,
anelamento a 60°C por 5se extensdo a 72°C por 25s, seguidos por analise de

curva de dissociagdo, com temperatura variando de 65°C a 95°C e incremento
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de 0,5°C a cada 5s. As reacg0es foram feitas no sistema de PCR em tempo real
CFX96® (Bio-Rad).

Os oligonucleotideos iniciadores foram testados quanto a sua
especificidade analitica utilizando DNA gendmico de diferentes espécies e
gendtipos de Cryptosporidium, dentre eles C. bovis, C. andersoni, C. galli, C.
ryanae, C. serpentis, C. felis, C. parvum, Cryptosporidium genotipo suis like e
Cryptosporidium genétipo Il de aves. Cada amostra foi testada em duplicata.
Os fragmentos amplificados pela gPCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 2%, para verificagdo do tamanho do fragmento amplificado e
presenca de amplificagé@o inespecifica.

A sensibilidade analitica da gPCR foi determinada com utilizagdo de
diluices plasmidiais seriadas na base 10, desde a concentragéo de 10’ a 10°

copias de DNA de C. canis. Cada amostra foi testada em duplicata.
Resultados e discusséo

O gene codificador da proteina HSP70 (SULAIMAN et al., 2000) foi
escolhido por apresentar alto polimorfismo entre as diferentes espécies de
Cryptosporidium, o que permitiu o desenho de oligonucleotideos iniciadores
especificos para C. canis.

A eficiéncia da qPCR foi de 111,8% (Figura 1). De acordo com Pfaffl
(2001), a eficiéncia desta técnica deve ser de 100% +20%. A andlise da curva
de dissociagdo permitiu identificagdo da temperatura média de dissociacdo de
84,75°C (x 0,75°C) para os fragmentos de DNA de C. canis amplificados pela
gPCR (Figura 2).

Em vérios paises a prevaléncia da criptosporidiose em cées varia de
0,2% a 44,1% (BAJER et al., 2011; HANNES et al., 2007; ITOH et al., 2014;
JIAN et al., 2014; LA SAALA et al., 2015; LI et al., 2015b; OSMAN et al., 2015;
PAOLETTI et al., 2015; YOSHIUCHI et al., 2010; UEHLINGER et al., 2013; XU

et al., 2016). No Brasil, sdo relatadas ocorréncias de 1,4% a 26,2%
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(BALASSIANO et al., 2009; GIZZI et al., 2014; KATAGIRI et al., 2008; MUNDIN
et al., 2007; SEVA et al., 2010).
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Figura 1 - Curva de regresséo padrédo. Padronizacdo da reacdo em cadeia pela
polimerase em tempo real, com amplificacdo em tempo real das diluicbes

contendo 10" a 10° cépias de DNA de C. canis.
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Figura 2 - Curva de dissociagado obtida a partir de amostras de DNA positivas
para C. canis por meio da reacdo de PCR em tempo real para o gene da
proteina HSP70.

A nPCR revelou uma positividade de 10,4% (38/367) para

Cryptosporidium spp.. Nao é possivel comparar a positividade desses estudos
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com a encontrada neste trabalho, devido as diferencas nos métodos de
deteccdo empregados e nas populacdes investigadas. O Unico estudo
realizado na regido de Aracatuba para deteccdo de Cryptosporidium spp. em
amostras fecais de cées, revelou positividade de 2,4%, pela técnica de ELISA
de captura e de 1,0% pela coloragéo de Kinyoun (BRESCIANI et al. (2008).

A gPCR apresentou positividade de 15,3% (56/367) para C. canis. A
média dos ciclos de amplificacdo (Ct) foi de 37,85, sendo o menor Ct de 29,46
e o0 maior de 44,77. Amostras que foram negativas pela nPCR e positivas pelas
gPCR apresentaram valores de Ct mais elevados quando comparadas as
amostras positivas nas duas reacdes, provavelmente pelo fato de que nessas
amostras havia um pequeno nimero de copias de DNA, que foram detectadas
pela técnica de gPCR por apresentar maior sensibilidade que a nPCR. Varios
estudos relatam uma maior sensibilidade da gPCR quando comparada com a
nPCR (DE WAELE et al., 2011; HOMEM et al., 2012; NAKAMURA et al., 2014;
SILVA et al.,, 2014; YANG et al.,, 2009). Nakamura et al. (2014) também
observaram que amostras negativas para Cryptosporidium galli e
Cryptosporidium genotipo Il pela nPCR, foram positivas pela gPCR com
valores de mais elevados.

A eletroforese dos fragmentos amplificados pela gPCR demonstrou
amplificagdo de um fragmento de 150 pb, com auséncia de amplificagéo
inespecifica. A determinacdo da sensibilidade analitica permitiu a identificagdo
de até uma coépia de DNA de C. canis por reacdo. Pela analise da
especificidade analitica, ndo foi observada amplificacdo para outras espécies
ou gendtipos de Cryptosporidium. Embora ndo houvesse disponibilidade de
DNA de todas as espécies de Cryptosporidium para analise da especificidade
analitica da gPCR, a determinacéo da especificidade in silico demonstrou que
os oligonucleotideos iniciadores séo altamente especificos para C. canis.

Foi observada uma maior positividade em filhotes quando comparados
com cées adultos da cidade de Aragatuba. A técnica de nPCR identificou como
positivos 28,6% (6/21) dos filhotes e 7,9% (17/214) dos adultos, enquanto a
gPCR revelo positividade de 33,3% (7/21) para filhotes e 10,7% (23/214) para
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adultos (Quadro 3). Alguns estudos indicam que Cryptosporidium spp. € mais
prevalente em filhotes (ITOH et al., 2014; JIAN, et al., 2014; OSMAN et al.,
2015; UEHLINGER et al., 2013). Itoh et al. (2014) encontraram positividade de
31,6% em caes filhotes provenientes de Pet Shops por meio de nPCR, se
aproximando aos valores encontrados em nosso estudo. Como néo foram
colhidas amostras fecais de céaes filhotes na cidade de Jaboticabal, ndo se
pode analisar o fator idade.

Como a nPCR é especifica para Cryptosporidium spp. e a qPCR €
especifica para C. canis, e pelo fato de que néo foi possivel realizar o
sequenciamento de todas as amostras amplificadas pela nPCR, néo foi
possivel determinar a sensibilidade e especificidade epidemiolégicas da qPCR.
No entanto, o sequenciamento dos fragmentos amplificados pela nPCR em
seis amostras, que também foram positivas pela PCR em tempo real, permitiu

a identificacéo de C. canis.

Quadro 3 — Descricado das amostras, numero amostral (n), nimero de positivos
dentro de cada grupo amostral e suas respectivas porcentagens para as
técnicas de nested PCR (nPCR) e PCR em tempo real (QPCR).

Positivos |, . Positivos | o~

Amostras n CpCR | % Positivos qPCR % Positivos

Céaes adultos 214 17 7.9 23 10,7
Aragatuba

Cées filhotes 21 6 28.6 7 33,3
Aragatuba

Cées a_ldultos 132 15 11,4 26 19,7
Jaboticabal

Caes filhotes

Jaboticabal 0 0 0 ° °

Duas amostras positivas pela nPCR foram negativas pela gPCR. Como
a nPCR amplifica fragmentos de Cryptosporidium spp., o resultado negativo

para C. canis possivelmente se deve ao fato dessas amostras conterem DNA
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de outra espécie ou gendtipo de Cryptosporidium. Cryptosporidium parvum e C.
ubiquitum j& foram identificadas em amostras fecais de cées (LI et al., 2015;
SIMONATO et al., 2015; SOTIRIADOU et al., 2013).

Conclui-se que o presente estudo permitiu 0 desenvolvimento de uma
técnica rapida, sensivel e especifica para deteccdo da espécie que mais
comumente infecta cdes (C. canis), sem a necessidade de analise de

fragmentos amplificados.
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