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OCORRENCIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Cryptosporidium spp.
EM BEZERROS LEITEIROS DA REGIAO NOROESTE DO ESTADO DE SAO
PAULO

RESUMO - Um total de 196 amostras fecais de bezerros leiteiros mesticos, de 7
a 30 dias de idade de ambos o sexos foram colhidas em 31 propriedades com o
objetivo de determinar a ocorréncia de Cryptosporidium na regido Noroeste do
Estado de Sao Paulo, assim como caracterizar molecularmente as espécies
envolvidas nesta parasitose. Realizou-se a analise microscopica pela técnica de
coloragdo negativa com verde malaquita em todas as amostras de fezes. Para
identificacdo molecular de Cryptosporidium, utilizou-se a reacao de nested PCR,
utilizando primers especificos para amplificacdo de fragmentos do gene
codificador da subunidade 18S do RNA ribossémico e do gene da glicoproteina
GP 60, submetendo o produto da PCR a sequenciamento e analise filogenética.
Por meio de exame de fezes, foi observada positividade de 2% (4/196), por meio
de microscopia, e de 10,7% (21/196) pela nested PCR. Como resultado do
sequenciamento, foram identificadas quatro espécies de Cryptosporidium: C.
parvum (subtipo [la15G2R1) C. ryanae, C. bovis e C. andersoni. Esta descoberta
de C. parvum subtipo 11laA15G2R1 na regido estudada ilustra a utilidade da
subtipagem. Embora estes resultados iniciais baseados em subtipos com GP60
sejam Uuteis para compreender a dindmica de transmissdo das espécies de
Cryptosporidium, o numero de amostras analisadas € relativamente pequeno e
muito mais ainda pode ser pesquisado. E interessante notar que as informacdes
de tipagem molecular com o gene 18S rRNA e a subtipagem com o gene GP60,
permitem que os epidemiologistas possam rastrear as fontes de surtos das
diferentes espécies de Cryptosporidium.

Palavras-Chave: Reacdo em cadeia da polimerase, diarréia, criptosporidiose,

analise de freqléncia com série de oligonucleotideos, bezerros leiteiros.



OCCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Cryptosporidium spp. IN DAIRY CALVES IN THE REGION NORTHWEST,
STATE OF SAO PAULO

SUMMARY - A total of 196 fecal samples from crossbred calves, 7-30 days old of
both sexes were collected in 31 properties with the objective of determining the
prevalence of Cryptosporidium in the northwestern region of Sao Paulo, as well as
characterizing the molecular species involved in this parasite. We performed
microscopic analysis by the technique of negative staining with malachite green in
all stool samples. For molecular identification of Cryptosporidium, we used the
reaction of nested PCR using specific primers for amplification of gene fragments
coding for the 18S subunit ribosomal RNA gene and the glycoprotein GP 60 by
subjecting the PCR product sequencing and phylogenetic analysis. By stool
examination, positivity was observed 2% (4 / 196) by means of microscopy, and
10.7% (21/196) by nested PCR. As a result of sequencing, we identified four
species of Cryptosporidium: C. parvum (subtype 1la15G2R1) C. Ryanair, C. bovis
and C. andersoni. This discovery of C. llaA15G2R1 parvum subtype in the studied
region illustrates the usefulness of subtyping. Although based on these initial
results with GP60 subtypes are useful for understanding the transmission
dynamics of the species of Cryptosporidium, the number of samples is relatively
small and much more can still be searched. It is interesting to note that the
information of molecular typing with 18S rRNA gene and subtyping with the GP60
gene, allow epidemiologists can track sources of outbreaks of different species of
Cryptosporidium.

Keywords: Polymerase chain  reaction, diarrhea, cryptosporidiosis,

oligonucleotide array sequence analysis, dairy calves.
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CAPITULO 1

1 CONSIDERAGOES GERAIS
1.1 Pecuaria Leiteira na Regiao Noroeste do Estado de Sao Paulo

A regiao Noroeste do Estado de Séao Paulo, proximo a divisa com o Estado
do Mato Grosso do Sul, possui um consideravel numero de assentamentos,
vivendo e produzindo em imaovel rural desapropriado ou adquirido com apoio do
governo, com o objetivo de cumprir a legislacdo relativa a reforma agraria
(ALBUQUERQUE et al., 2004). No periodo de 1979 a 2007 foram criados 224
assentamentos no Estado de Sao Paulo, que significou moradia a 15.338 familias
num total de 408.226 hectares (DATALUTA, 2008).

O sistema de producao predominante &€ a pecuaria de leite, associada a
horticultura e culturas de autoconsumo, como o milho, o feijdo, 0 quiabo e a
mandioca, cuja producdo, em pequena escala, além de garantir fonte de alimento
préprio, € comercializada e garante a sustentabilidade econbmica destas
propriedades. O leite produzido é comercializado pela venda direta a laticinios ou
pelas cooperativas, além da sua utilizacdo para autoconsumo. Mais da metade
(50,9%) dos produtores destina alguns produtos de origem animal e vegetal para
o autoconsumo (SANT'ANA et al., 2007).

Um dos principais fatores que interferem nos indices produtivos e
reprodutivos de um rebanho é a sanidade, principalmente relacionada as infeccoes
que afetam direta ou indiretamente os animais. Dentre essas doencas, a
cryptosporidiose ¢ uma importante infeccdo, responsavel por inumeras perdas
produtivas e econémicas, causando sérios prejuizos. Além da importancia na area
de saude animal, a cryptosporidiose assume papel relevante do ponto de vista de
Saude Publica, uma vez que o contato com animais infectados é uma forma de

transmissao para o homem.
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1.2 Agente Etioldgico

O género Cryptosporidium é classificado como um eucarionte pertencente
ao Filo Apicomplexa (LEVINE, 1984). Este protozoario foi encontrado pela
primeira vez em 1907, em glandulas gastricas de camundongos, sendo
denominado Cryptosporidium muris e posteriormente, em 1912, no intestino desta
mesma espécie, sendo identificado como C. parvum (TYZZER, 1912). Porém,
somente apOs o primeiro surto acometendo aves domésticas em 1950 (SALVIN,
1955) e, sobretudo apds os primeiros relatos em humanos (MEISEL et al., 1976)
foi que este agente passou a ser pesquisado de maneira mais efetiva.

As espécies de Cryptosporidium sao parasitas entéricos e desenvolvem-se
no epitélio da mucosa intestinal ou géastrica de diversos vertebrados, diferindo
morfologicamente de todos os outros géneros da subordem Eimeriina, pois sao
esféricos ou ovdides, medindo de 3 a 8 mm de diametro e possuem internamente

quatro esporozoitos (XIAO et al., 1998).

1.3 Ciclo Bioldgico

De acordo com as constatacées nos diferentes hospedeiros acometidos
por Cryptosporidium spp., o ciclo de vida € do tipo monoxeno, com seis estagios
de desenvolvimento no organismo hospedeiro: excistacdo, merogonia,
gametogonia, fertilizacdo, formacdo da parede do oocisto e esporogonia
(DONNELLY; STENTIFORD, 1997; GELLIN; SOAVE, 1992; SMITH; ROSE,
1998).

No transcorrer destes estagios, dois tipos de oocistos sao formados, sendo
um destes de parede espessa, eliminados na forma infectante por meio das fezes
e resistentes as condigcdes ambientais, sendo responsavel pela transmissao do
parasito para outros animais; e aqueles de parede delgada, os quais se rompem
no hospedeiro e liberam esporozoitos que invadem células epiteliais nao
infectadas (O'DONOGHUE, 1995; SMITH, 1993; XIAO et al., 2004).

A liberacdo de oocistos presentes nas fezes dos hospedeiros infectados
pode acarretar na contaminagdo de aguas superficiais ou reservatérios
(MACHADO et al.,, 2006; MULLER, 1999; SMITH, 1993), os quais tém sido



12

reconhecidos como maiores veiculadores do patégeno pela possibilidade de
atingir um imenso contingente de hospedeiros (LABERGE et al., 1996).

1.4 Criptosporidiose em Bovinos

O primeiro relato da criptosporidiose bovina ocorreu em 1971 e descreveu
as fases do parasita em cortes de tecido do jejuno de uma bezerra de oito meses
de idade com diarréia cronica (PANCIERA et al., 1971).

Os bovinos podem ser infectados com pelo menos quatro espécies de
Cryptosporidium: Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium bovis,
Cryptosporidium andersoni e Cryptosporidium ryanae (FAYER et al., 2006; XIAO
et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos indicam que a infecgao por C. parvum geralmente
ocorre em bezerros recém nascidos que ainda nao apresentam imunidade
totalmente formada (O’HANDLEY et al., 1999; XIAO; HERD, 1994) Um estudo
recente mostrou que esses oocistos de Cryptosporidium spp. em bovinos estao
relacionados com a idade (SANTIN et al., 2004). C. parvum, a Unica espécie
zoonbtica predominante nos animais, & responsavel por cerca de 85% das
infecgdes por Cryptosporidium em bezerros antes da desmama, mas apenas 1%
das infeccoes por Cryptosporidium em bezerros ocorre apdés a desmama.
Bezerros pds-desmamados e vacas sao mais infectados com C. bovis, C.
andersoni e C. ryanae (SANTIN et al., 2004; FAYER et al., 2006).

Feitosa et al. (2008) avaliou a prevaléncia de oocistos de C. parvum em
amostras de fezes de 459 bezerros com até 30 dias de 33 propriedades leiteiras
na regiao de Aracatuba Estado de Sao Paulo. A maior porcentagem de excrecao
de oocistos foi verificada em bezerros com faixa etéria variando entre oito e 14
dias de idade (14,5%) sendo, a menor taxa (6,4%), detectada no grupo de
animais mais velhos (22 a 30 dias de vida).

Estes resultados demonstram claramente que s6 os bezerros sdao uma
importante fonte de criptosporidiose zoonética em humanos. Bezerros também
sdo o grupo etario de gado mais afetado por criptosporidiose em termos de
prevaléncia da infec¢cdo e da morbidade e mortalidade (FAYER et al., 1997).

Em estudos realizados em rebanhos bovinos, C. parvum, C. andersoni, C.

bovis e C. ryanae foram encontrados com mais frequéncia (FAYER et al., 2006;
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FENG et al., 2007; GEURDEN et al., 2006; LANGKJAER et al., 2007; SANTIN et
al., 2004; XIAQO et al., 2004).

C. andersoni coloniza as glandulas gastricas do abomaso, (SANTIN et
al.,2004). As infecgbes acontecem principalmente em bezerros com idade
superior a 4 semanas de idade, podendo acometer também animais
imunodeprimidos no periodo pds-desmame e bovinos leiteiros adultos.
Geralmente nao produzem diarréia ou sinais clinicos visiveis. As infecgdes sao
mais crénicas (as vezes durando mais de um ano) e a producdo de oocistos é
inferior & de C. parvum. (KVAC et al., 2008).

C. bovis € mais encontrado em animais de trés meses a dois anos de
idade (FAYER et al., 2006). Porém, a prevaléncia de C. bovis diminui quando o
animal completa dois anos de idade, devido a um aumento correspondente da
prevaléncia de C. andersoni (FAYER et al., 2007).

Foi descrita uma nova espécie de Cryptosporidium de bovino, denominada
previamente de Cryptosporidium genoétipo deer-like e em seguida nomeado de
Cryptosporidium ryanae. Essa espécie € morfologicamente muito semelhante a C.
parvum e C. bovis, diferenciando-se apenas no tamanho dos oocistos que séo
menores (FAYER, 2008).

C. ryanae foi identificado em cinco bezerros pds-desmamados na Georgia,
E.U.A., um bezerro pré-desmamado na China (FENG et al., 2007), dois bezerros
com 14 dias de idade no Kenia (SZONYI et al., 2008) e trés bezerros com idade
entre um a seis meses de vida na Malasia (HALIM et al., 2008).

C. hominis foi encontrado em algumas cabecas de gado, na Escécia, india
e Coréia (FENG et al., 2007; PARK et al., 2006; SMITH et al., 2005), C. suis foi
encontrado em um bezerro no E.U.A. (Estados Unidos da América) e outro na
Zambia (FAYER et al., 2006; GEURDEN et al., 2006), Cryptosporidium genétipo
de suinos Il, foram encontradas em trés bovinos e uma vaca na Dinamarca,
respectivamente (LANGKJAER et al., 2007), C. felis foi encontrado em uma vaca
na Polénia (BORNAY-LLINARES et al.,, 1999), e C. canis em bezerros
experimentalmente infectados, mas n&o foi detectado em infecgdo natural
(FAYER et al., 2001).

Apesar da importancia clinica e de saude publica de C. parvum, pouco é
conhecido sobre sua dinamica de transmissdo em bovinos. Recentemente, os

pesquisadores utilizam técnicas altamente especificas de subtipagem para
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estudar a transmissdao de infecgcdes por C. parvum em bovinos de uma
determinada area geografica (MALLON et al., 2003; TANRIVERDI et al., 2006;
TANRIVERDI; WIDMER, 2006). Estas ferramentas sao muito Uteis no
monitoramento de fontes de infeccdo e para analisar a dinamica de transmissao
deste parasita. A ferramenta mais comumente utilizada para determinar os
subtipos é baseada na anadlise de sequéncia do gene da glicoproteina de 60 kDa
(GP60), que permite a identificacdo de muitas das familias do subtipo de C.
parvum e Cryptosporidium hominis e varios subtipos dentro de cada subtipo da
familia (ABE et al., 2006; ALVES et al., 2003, 2006; CHALMERS et al., 2005;
GLABERMAN et al.; PENG et al., 2001, 2003; STRONG et al., 2000; STURBAUM
et al., 2003; SULAIMAN et al., 2001, 2002, 2005; WU et al., 2003; ZHOU et al.,
2003). Das duas principais familias do subtipo de C. parvum, o subtipo lla,
considerado zoondtico, foi encontrado em humanos e bovinos, e o subtipo llc,
acatado como antroponético, s6 é encontrado em humanos (ALVES et al., 2003;
XIAO; RYAN, 2004).

Em bezerros recém nascidos, a criptosporidiose é caracterizada por
diarréia severa com duragdo média de duas semanas, o que pode ocasionar
desidratacéo e até a morte do animal (FAYER et al., 1990)

Esta diarréia geralmente tem inicio no terceiro ou quarto dia apds a
ingestdo dos oocistos infectantes, sendo o pico de eliminacdo entre o quinto e
oitavo dia (CURRENT, 1990).

Em um estudo realizado por Martins-Vieira et al. (2009), durante o pico de
eliminacdo que ocorreu no quinto dia pds inoculacdo, o bezerro apresentou uma
eliminacédo de 9,0x10° oocistos/mL/fezes.

Segundo Naciri et al. (1999), a prevaléncia de C. parvum pode ser elevada
tanto em criac6es de corte como em criacdes leiteiras. Sendo a prevaléncia em
bezerros leiteiros maior quando criados em mesmas condi¢cées de manejo (KVAC
et al., 2006). Esta informacédo pode ser explicada devido a maior producédo de
imunoglobulinas existente no colostro produzido por vacas de corte (GUY et al.,
1994).
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1.5 C. parvum e Diarréia Neonatal Bovina

Em muitos casos de diarréia neonatal em bezerros pode ser identificado C.
parvum como agente etiolégico (NACIRI et al., 1999; O'HANDLEY et al., 1999).

A diarréia neonatal bovina pode ser definida como uma doenca
multifatorial, que tem como causas além da exposicdo a patdgenos, condicdes
ambientais e fatores nutricionais (BARRINGTON et al., 2002). Geralmente os
patégenos identificados como causadores desta enfermidade, além do C. parvum,
sao outros enteropatdégenos, como rotavirus, coronavirus, E. coli, Salmonella e
Eimeria (O’'HANDLEY, 2007).

Alguns autores citam C. parvum como um dos principais causadores de
diarréia em bezerros, resultando em perdas econdmicas aos produtores de gado
(DE GRAAF et al., 1999). Outros autores relatam que somente a presenca de C.
parvum em um rebanho nao é suficiente para causar surtos da doenca clinica,
pelo fato de alguns animais saudaveis, ou seja, sem a presenca de diarréia,
apresentarem eliminacado de oocistos de C. parvum em suas fezes (BENDALI et
al., 1999; JAGER et al., 2005; O’'HANDLEY et al., 1999).

O diagnéstico desta doenca pode ser complicado, devido ao fato da
ocorréncia de frequentes infeccoes mistas provocados por diversos tipos de
patégenos (BENDALI et al., 1999; DE LA FUENTE et al., 1999; O'HANDLEY et
al., 1999).

Segundo Barrington et al. (2002), a adocao de medidas de prevengao,
como a utilizagdo de cama limpa e seca, garantia da transferéncia de imunidade
passiva aos bezerros, reducdo a exposicdo aos patébgenos por meio do
isolamento de animais doentes, a reducdo densidade de animais e uma boa
higiene geral, podem reduzir a incidéncia e gravidade da diarréia neonatal.

Alguns surtos graves de criptosporidiose em bezerros foram associados
com a presenca de areas com pequenos acumulos de agua em piquetes
maternidades, e da introducao de bezerros infectados no rebanho (ANDERSON,
1998; OLSON et al., 2004).
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1.6 Papel do Bezerro na Criptosporidiose Humana

O manejo inadequado do rebanho influencia no aumento da incidéncia da
criptosporidiose em bezerros. Este fator pode potencializar o risco da infeccdo em
humanos que estejam em contato direto com o rebanho infectado (HUNTER et
al., 2004).

Alguns estudos relatam que pessoas que lidam frequentemente com gado
infectado, como trabalhadores de granjas leiteiras, apresentam maior taxa de
infeccdo por C. parvum do que aqueles que nao tém contato com o gado
(LENGERICH et al., 1993; SIWILA et al., 2007).

Em todo o mundo ha relatos de criptosporidiose em humanos provocada
por agua contaminada com oocistos de Cryptosporidium. Em estudo realizado na
América do Norte, C. hominis tem sido responsavel por surtos de criptosporidiose
em humanos, nao sendo encontrado C. parvum nas amostras analisadas (FAYER
et al., 2000). Este achado pode sugerir que o0 gado pode estar, em algumas
ocasides, sendo injustamente envolvido em surtos de criptosporidiose em seres
humanos.

Atualmente, existem duas principais espécies responsaveis pela infeccao
em humanos: C. hominis (especifica para seres humanos), e C. parvum (espécie
parasita de mamiferos incluindo o gado). Quanto a morfologia, ndo existe
diferenca entre estas espécies, ndao podendo ser diferenciadas antes do
desenvolvimento de técnicas moleculares. O uso da biologia molecular veio a
desmistificar em muitas ocasides que o gado seria responsavel pela infeccao em
humanos. Por exemplo, no surto de Milwaukee de criptosporidiose em humanos
em 1993, o gado foi tido como fonte potencial de infeccdo (MACKENZIE et al.,
1994). No entanto, mais tarde, analise com técnicas de biologia molecular das
amostras provindas do surto revelou que C. hominis foi mais uma vez o agente
infeccioso responsavel pela infeccdo, descartando assim a participacao dos
bovinos (ZHOU et al., 2003).

Os seres humanos, quando infectados, podem ser uma potencial fonte de
infeccdo. Portanto, a criptosporidiose pode ter uma gama de fontes potenciais
desde gado até outros animais domésticos ou selvagens infectados com o
parasita. (O'HANDLEY, 2007)
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Os bezerros confinados geralmente em criagdes leiteiras podem ser fonte
de disseminagao de oocistos de C. parvum no ambiente (O’HANDLEY, 2007),
embora Sischo et al. (2000) comprovaram que exploracbes leiteiras nao
apresentaram um papel importante na contaminagéo de aguas para o consumo.
No entanto, bezerros leiteiros ou de corte, quando criados em altas taxas de
lotacdo, podem aumentar o risco de surtos de criptosporidiose no rebanho e a
contaminacao ambiental (O’'HANDLEY, 2007).

1.7 Diagnostico

E necessaria experiéncia para o diagnéstico de criptosporidiose, ja que os
oocistos e outros estagios evolutivos do género Cryptosporidium sao menores
que os de outros coccidios e, ainda, sdo muito semelhantes as leveduras, o que
pode resultar em diagnéstico falso-positivo (FAYER et al., 2000; SRETER;
VARGA, 2000; XIAO et al., 2004).

De acordo com Egyed et al. (2002), para identificacdo de Cryptosporidium
€ necessaria uma abordagem polifasica, utilizando-se técnicas moleculares,
analise morfolégica de oocistos e caracteristicas biolégicas, como especificidade
por hospedeiro, patogenicidade, periodos pré-patente e patente e intensidade de
excrecao de oocistos.

Apesar de oocistos de Cryptosporidium apresentarem morfologia e
morfometria distintas, ndo € possivel a definicdo da espécie somente pela analise
de caracteristicas morfolégicas ou morfométricas. A analise morfolégica de
oocistos nao é definitiva para diagnéstico, pois existem oocistos muito pequenos
(4-8 um), com pequena variagdo morfoldégica ou mesmo idénticos entre as
diferentes espécies, sem esporocistos e dificeis de serem visualizados (FALL et
al., 2003; FAYER et al., 2000). Além disso, os antigenos presentes na parede de
oocistos sao conservados para todo o género, nao sendo possivel a diferenciagao
entre espécies, por testes imunoldgicos (FAYER et al., 2000).
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1.8 Visualizacao de Oocistos e Outros Estagios Evolutivos por Métodos de
Concentracao e/ou Coloracao

O método de centrifugo-flutuacdo em solucdo de Sheather é o mais
comumente utilizado para deteccao 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 translicidas, com coloracdo levemente
rosea e com granulos em seu interior, em microscopia éptica de campo claro
(SRETER; VARGA, 2000).

Ha ainda, outras técnicas que podem ser empregadas na detecgdo de
oocistos de Cryptosporidium, como a coloracdo negativa com verde malaquita, na
qual os oocistos sdo 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 € realizada por meio de
esfregacos de mucosas corados com a técnica de coloragdo de Kinyoun, que
permite excelente visualizagdo de estdgios 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 basoéfilos, de 2,0 - 7,5 um, na superficie das
células epiteliais. Em cortes histolégicos, sdo empregadas sao as coloragcdes a
base de prata, acido periédico de Schiff e microscopia eletrénica, de transmissao
ou de varredura, para visualizacdo da morfologia ultra-estrutural desse parasito
(PETRY, 2004; VALIGUROVA et al., 2008).

1.9 Métodos Imunoloégicos e Moleculares

Entre os métodos mais utilizados para diagnédstico de criptosporidiose,
encontram-se o0 ensaio imunoenzimatico (FAYER et al., 2000; JEX et al., 2008;
SILVA et al., 2003) e a reacao de imunofluorescéncia direta (BIALEK et al., 2002;
FAYER et al, 2000; JEX et al, 2008), ambos baseados em principios

imunolégicos que tém substituido a analise microscépica em fezes, para pesquisa
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de oocistos ou de antigenos soluveis (KHEL et al., 1995). Essas técnicas
apresentam melhor sensibilidade e especificidade que as técnicas tradicionais de
coloracdo e reduzem o tempo e trabalho para deteccdo de oocistos
(ARROWOOD; STERLING, 1989; JOHNSTON et al., 2003).

As técnicas moleculares, como a PCR (Reacdao em Cadeia pela
Polimerase), se caracterizam por alta sensibilidade e especificidade (BALATBAT
et al., 1996; JEX et al., 2008; MORGAN; THOMPSON, 1998). Porém, seu custo
elevado, quando comparado ao custo de outros métodos de deteccdo de
Cryptosporidium, em amostras fecais, faz com que a detec¢ao e caracterizacao e
molecular ndo sejam utilizadas rotineiramente em laboratérios de diagnéstico.

Levando em consideracao a baixa sensibilidade do diagnostico coprolégico
e a impossibilidade de diferenciacao entre espécies pelos métodos imunolégicos,
as técnicas baseadas em técnicas moleculares, como a PCR, e a técnica de
poliformismo no comprimento de fragmentos de acido desoxirribonucléico (DNA),
gerados por enzimas de restricdo (RFLP) e/ou sequenciamento automatico de
acidos nucléicos, sdo os Unicos métodos de diferenciacdo confiavel entre as
diferentes espécies de Cryptosporidium (JEX et al., 2008; MORGAN et al., 1999a;
SARGENT et al.,1998; SRETER; VARGA, 2000;).

A caracterizagdo molecular de Cryptosporidium geralmente é realizada por
meio da PCR e suas variantes, seguida da RFLP ou de sequenciamento dos
fragmentos amplificados. O locus mais utilizado € o gene da subunidade 18S do
RNA ribossémico (18S rRNA). Esse locus apresenta cinco cépias por genoma e,
pelo fato de caracterizar evolucdo mais lenta e menor polimorfismo, sendo
também, o locus de escolha para amostras de animais que possam estar
infectados por espécies ou genodtipos 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, quando se observa maior
polimorfismo, como os genes da actina (SULAIMAN et al., 2002), da proteina do
choque térmico-HSP-70 (MORGAN et al.,, 1999b) e da proteina da parede de
oocistos-COWP (XIAO et al.,, 2000a). Esses loci apresentam alto polimorfismo
interespécies e, portanto, sdo muito importantes na analise genética de espécies
ou gendtipos geneticamente similares, como C. baileyi e Cryptosporidium sp. de
avestruzes (XIAO et al., 2004).
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Em relacdo a PCR, devido as variagdes do método de extracao de DNA, do
gene utilizado e do protocolo da reacédo, e a presenca de inibidores da PCR,
extraido de amostras fecais (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 essa técnica é comparada com métodos
imunolégicos ou de coloracéo.

Estudos filogenéticos vém sendo realizados por varios grupos de
pesquisadores, porém ainda ha divergéncias quanto a taxonomia do
Cryptosporidium. De acordo com Xiao et al., 2004, 13 espécies e alguns tipos de
genotipos foram identificados acometendo aves, répteis, peixes (LEVINE, 1984;
ALVAREZ-PELLITERO; SITJA-BOBADILLA, 2002) e aproximadamente 150
hospedeiros mamiferos, incluindo o homem (FAYER et al., 2000; XIAO et al.,
2004).

1.10 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo determinar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. e realizar a classificagdo molecular das espécies
encontradas em bovinos leiteiros na microrregiao de Andradina estado de Séao
Paulo.
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CAPITULO 2

OCORRENCIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE Cryptosporidium spp.
EM BEZERROS LEITEIROS DA REGIAO NOROESTE DO ESTADO DE SAO
PAULO

OCCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Cryptosporidium spp. IN DAIRY CALVES IN THE REGION NORTHWEST,
STATE OF SAO PAULO

Fernando Paes de Oliveira', Marcelo Vasconcelos Meireles', Weslen Fabricio

Pires Teixeira', Willian Marinho Dourado Coelho?, Luiz Claudio Nogueira Mendes'

RESUMO

O coccidio Cryptosporidium € um parasito do epitélio do trato gastrintestinal e/ou
respiratério de mamiferos, aves, peixes, répteis e anfibios. O papel dos animais
na dindmica de transmissao desse agente ao homem é pouco conhecido e a sua
ocorréncia € motivo de preocupacdo para a saude publica, devido ao seu
potencial zoonético. Ocorréncia de Cryptosporidium spp. em bezerros mesticos,
com faixa etaria de uma a quatro semanas, em propriedades leiteiras da regiao
Noroeste do Estado de Sao Paulo, foi determinada por meio de analise
microscépica e pela reagcao em cadeia da polimerase (nested PCR). Os oocistos
foram concentrados a partir de 10 gramas de fezes de cada bezerro e, apos
purificacao, analisou-se a presenca de oocistos de Cryptosporidium por meio da
técnica de coloracdo com verde malaquita e pela nested PCR, utilizando primers
especificos para amplificacao de fragmentos do gene codificador da subunidade
18S do RNA ribossémico e do gene da glicoproteina GP 60, submetendo o
produto da PCR a sequenciamento e analise filogenética. Por meio de
microscopia foi observada positividade de 2% (4/196), e em 10,7% (21/196) pela
nested PCR. Com o resultado do sequenciamento, foram identificados quatro
espécies de Cryptosporidium: C. parvum (subtipo 1la15G2R1) C. ryanae, C. bovis
e C. andersoni. Com referéncia a faixa etaria dos animais positivos, 38,1% (8/21)
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tinham idade menor ou igual a 10 dias, 23,8% (5/21) entre 11 e 20 dias e 38,1%
(8/21) maior que 20 dias.

Palavras-chave: Zoonose, Cryptosporidium parvum, C. andersoni, C. ryanae, C.

bovis Subgenotipagem.

ABSTRACT

The coccidian parasite Cryptosporidium is one of the epithelium of the
gastrointestinal tract and / or respiratory system of mammals, birds, fish, reptiles
and amphibians. The role of animals in the transmission of this agent to humans is
unclear and its occurrence is of concern to public health because of its zoonotic
potential. Occurrence of Cryptosporidium spp. in crossbred calves aged one to
four weeks, in dairy farms in the northwest of S&do Paulo, was determined by
microscopic examination and by polymerase chain reaction (PCR). The oocysts
were concentrated from 10 grams of feces from each calf and, after purification,
we analyzed the presence of Cryptosporidium oocysts by staining with malachite
green and by nested PCR using specific primers for amplification of fragments of
gene coding for the 18S subunit ribosomal RNA gene and the glycoprotein GP 60
by subjecting the PCR product sequencing and phylogenetic analysis. By
microscopic positivity was observed in 2% (4 / 196), and 10.7% (21/196) by nested
PCR. With the result of sequencing, we identified four species of Cryptosporidium:
C. parvum (subtype 11la15G2R1) C. ryanae, C. bovis and C. andersoni. With
reference to the age of positive animals, 38.1% (8 / 21) were aged less than or
equal to 10 days, 23.8% (5 / 21) between 11 and 20 days and 38.1% (8 / 21 )
greater than 20 days.

Keyword: Zoonosis, Cryptosporidium parvum, C. andersoni, C. ryanae, C. bovis

Subgenotipagem.
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INTRODUCAO

Cryptosporidium foi originalmente descrito por Tyzzer (TYZZER, 1907),
sendo observado pela primeira vez nas células das glandulas gastricas de
camundongo e designado como C. muris. Em 1912, este mesmo pesquisador
relatou a presenga de um coccidio menor nas células do intestino delgado dessa
mesma espécie animal, nomeando-o C. parvum (TYZZER, 1910, 1912).

Protozoarios pertencentes ao género Cryptosporidium possuem um
tamanho entre quatro a seis micrometros (FAYER et al., 2000; FORTES, 2004) e
sdo agentes etioldégicos de infeccao gastrintestinal em humanos, animais
domeésticos e outros vertebrados (EL-KHODERY et al., 2007; GILES et al., 2009;
RYAN, 2010; SPOSITO-FILHA et al., 2009). Embora haja informacdes sobre a
presenca deste enteroparasito em mais de 79 espécies de mamiferos, os
hospedeiros mais conhecidos, além dos humanos, sdo os ruminantes (ALVES et
al., 2006; SANTIN et al., 2004).

Este parasito é de grande importancia na bovinocultura leiteira, devido a
sua comprovada patogenicidade e importancia zoonética (BECHER et al., 2004;
CARDOSO et al., 2008; CATRO-HERMIDA et al., 2007). Entre as diversas
espécies que podem parasitar os bovinos, podemos citar C. parvum, C. andersoni
e C. bovis como os mais frequentes (FAYER et al., 2008).

A enfermidade em bovinos é caracterizada por causar diarréia,
principalmente em animais jovens, em associacdo com outros agentes
etiologicos, causando grandes perdas econOmicas (O’HANDLEY, 2007). A
diarréia causada por C. parvum é o resultado da invasao e destruicdo do epitélio,
evoluindo para uma moderada atrofia de microvilosidades (DE GRAAF et al.,
1999).

Normalmente, a infeccdo por C. parvum nos bezerros ocorre entre a
primeira e a quarta semana de vida, com duragdao da doenca em torno de duas
semanas (FAYER et al.,, 1998; O'HANDLEY et al., 1999). Harp et al. (1990)
observaram que bezerros infectados com C. parvum eram susceptiveis a infecgao
até os trés meses de idade e ressaltou também que bovinos adultos expostos ao
parasito, quando jovens, adquiriram imunidade.

Ha evidéncias circunstanciais de que a criptosporidiose humana, causada
por C. parvum, esteja associada a fazendas que possuem bovinos jovens
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infectados e que, provavelmente, bovino seriam uma fonte de infeccdo deste
parasito para o ser humano por meio da contaminacdo de adubos de origem
animal ou de reservatorios de agua (THOMPSON, 2003).

Cryptosporidium andersoni é localizado mais freqientemente no abomaso
do gado de corte, principalmente em animais imunodeprimidos no periodo pés-
desmame e em bovinos leiteiros adultos (ENEMARK et al, 2002).
Cryptosporidium bovis € encontrado predominantemente em animais com faixa
etaria entre trés meses a dois anos de idade (FAYER et al., 2006). Entretanto, a
prevaléncia de C. bovis diminui quando o animal completa dois anos de idade,
devido a um aumento correspondente da prevaléncia de C. andersoni (FAYER et
al., 2007).

O presente trabalho teve como objetivo determinar a ocorréncia de
Cryptosporidium spp. em bezerros leiteiros da regiao Noroeste do Estado de Sao
Paulo, utilizando a técnica de coloragdo negativa com verde malaquita e analise
molecular pela nested PCR, bem como realizar a classificacdo molecular das

espécies encontradas nesta populacao animal.

MATERIAL E METODOS

Grupo experimental

Foram colhidas 196 amostras de fezes de bezerros de diversas ragas, com
faixas etarias entre zero a 10, 11 a 20 e 21 a 30 dias de idade, em granjas
leiteiras nos municipios de Andradina, Castilho, llha Solteira, Itapura, Nova
Independéncia, Murutinga do Sul e Mirando6polis, todos localizados na regido
Noroeste do Estado de Sao Paulo, Brasil, durante o periodo de agosto a janeiro
de 2008.

Amostras Fecais

As amostras fecais, correspondentes a aproximadamente 10 gramas,
foram avaliadas quanto a consisténcia e classificadas como soélidas ou semi-
sélidas (n&o diarréicas) e pastosas ou liquidas (diarréicas). Posteriormente, foram
armazenadas em potes coletores contendo bicromato de potassio 2,5%
(concentracao final) e analisadas no laboratério de Ornitopatologia da UNESP-
campus de Aracatuba/SP.
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As aliquotas foram homogeneizadas, tamizadas e submetidas a lavagem por
centrifugacdo com &gua deionizada, adicionada de 0,02% de Tween 20,
seguindo-se a purificacdo e concentragdo dos oocistos pelo método de Meloni e
Thompson (1996), descrito a seguir: uma aliquota de oito mililitros (mL) das fezes
diluidas em agua deionizada/tween 20 foi adicionada a um tubo de 15 mL
juntamente com dois mL de éter. O tubo foi agitado vigorosamente em vortex, por
30 segundos, e centrifugado a 2000g por oito minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo de 15 mL, homogeneizado novamente em vortex e
submetido a centrifugacdo, com posterior descarte do sobrenadante. Os
sedimentos obtidos nos dois processos de centrifugacdo foram lavados duas
vezes com agua deionizada/tween 20, diluidos em solucdo salina fosfatada
tamponada (PBS) e armazenados a 4°C.

No sedimento resultante do processo de purificacdo foi pesquisada a
presenca de oocistos de Cryptosporidium, por meio da técnica de coloracdo com
verde malaquita (ELLIOT et al., 1999).

Extracao de DNA gen6émico e nested PCR

Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA e amplificacao
por nested PCR. A extracdo de DNA genémico dos oocistos foi realizada de
acordo com o protocolo de Boom et al., 1990, com adaptacdes no volume final
(150 pl), utilizando-se chelex 100® (Bio-rad, Hercules, Califérnia, USA) e
polivinilpirrolidona K-90 (PVP) (USB, Cleveland, Ohio, USA), proteinase K,
isotiocianato de guanidina (Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, USA) e recuperacido
do DNA com silica ativada (Sigma®, St. Louis, Missouri, USA). Para
amplificacéo do fragmento do gene da 18S rRNA (~ 830 bp) e da glicoproteina GP
60 (~ 550 bp) foram utilizados os iniciadores descritos respectivamente por Xiao
et al. (1999) e Peng et al. (2003).

Alinhamento e traducao das seqiiéncias de nucleotideos e edicao final

Os fragmentos resultantes da nested PCR foram purificados utilizando-se o
Kit de purificacdo de DNA “QlAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen®) e submetidos a
sequlienciamento utilizando-se o “ABI Prism® Dye Terminator Cicling Sequence
Kit” (Applied Biosystems). As reacdes de seqlenciamento foram realizadas em
duplicata e nas direcoes, utilizando-se os primers das reacdes secundarias.
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Apbs a determinacdo das sequéncias de nucleotideos dos fragmentos
amplificados por nested PCR, as mesmas foram alinhadas com o auxilio dos
programas Clustal W (THOMPSON et al., 1997) e BioEdit Sequence Alignment
Editor (Hall, 1999), tomando-se como base sequéncias homodlogas disponiveis no
GenBank.

Analise Estatistica

O teste de Qui-quadrado (x?) foi utilizado para verificar a associagao entre
a ocorréncia de Cryptosporidium spp. e para verificacdo da igualdade e
proporcdo da ocorréncia do parasito, nas diferentes faixas etarias dos animais
avaliados. O nivel de significancia adotado foi de 5,0% e as analises estatisticas
foram realizadas empregando-se o programa SAS (SAS Institute, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise parasitologica direta e nested PCR

Foi observada, nas amostras fecais dos bezerros, ocorréncia de 10,7%
(21/196) e 2% (4/196) de amostras positivas, respectivamente por meio do
nested PCR e microscopia.

A ocorréncia de Cryptosporidium observada neste estudo foi similar a
encontrada no municipio de Aracatuba por Feitosa et al. (2004), que verificaram
10,3% (43/419) de animais positivos com até 30 dias de idade, pelo ensaio de
imunoadsorcao enzimatica (ELISA) e de 12,4% (57/459) pela técnica de
Sheather. Neste mesmo municipio, Feitosa et al. (2008), observaram uma maior
taxa de excrecao de oocistos de Cryptosporidium spp. em bezerros aos sete dias
de idade: 14,7% (22/150).

Com referéncia a faixa etaria dos animais positivos, 38,1% (8/21) tinham
idade menor ou igual a 10 dias, 23,8% (5/21) entre 11 e 20 dias e 38,1% (8/21)
maior que 20 dias. Neste trabalho, a positividade para Cryptosporidium foi
observada de forma independente da faixa etaria, com distribuicdo praticamente
uniforme da infecgdo, ndo havendo associacdo entre as faixas etarias e a
ocorréncia de Cryptosporidium spp.

Diversos pesquisadores realizaram estudos epidemiol6gicos utilizando

métodos moleculares e relataram a presenca predominante de C. parvum em
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bezerros com idade entre zero a dois meses de idade (AZAMI et al., 2007;
ENEMARK et al., 2002; NGUYEN et al., 2007; TROTZ-WILLIANS et al., 2005).

Utilizando o método de Ziehl-Neelsen modificado, Garcia e Lima (1994)
verificaram que a frequiéncia de infeccdo em bezerros foi de 10% (2/20) em
animais com idade entre 2 a 7 dias, 19,1% (8/42) com 8 e 15 dias, 24,0% (18/75)
com 16 a 30 dias e 18,4% (23/125) com 31 a 60 dias de idade. Em um trabalho
similar utilizando animais com idade superior a 30 dias, foi encontrada 82,5%
(52/63) de ocorréncia deste coccidio (SOUZA et al., 1995).

Em relacdo aos municipios da regiao estudada, utilizando a nested PCR,
observou-se um percentual de positividade de 14,7% (10/68) em Andradina,
10,7% (8/75) em Castilho, 14,3% (1/7) em Mirandépolis e 10% (2/20) em
Murutinga do Sul. No entanto, nas cidades de Guaracgai, llha Solteira, Itapura e
Nova Independéncia ndo foram encontradas amostras positivas.

Assim, é de extrema relevancia a obtencdo de dados de ocorréncia e
distribuicdo do parasito por regido, para que se possa realizar o planejamento e
estabelecimento de medidas de controle. Além do que, se faz necessario o
esclarecimento sobre as espécies existentes em bezerros, sobre os parametros
de previsibilidade e ocorréncia sazonal do parasito, para avaliagdo do risco de
infeccéao.

Sequienciamento e analise filogenética
Sequéncias 18S rRNA e GP 60

Os produtos da PCR foram submetidos a seqlenciamento de DNA,
utilizando os primers 18S rRNA e GP 60, em ambas as direcées, com posterior
andlise filogenética e as seqUéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas
com as referéncias do GenBank.

Os isolados de Cryptosporidium obtidos nas andlises foram identificadas
como C. parvum (7), C. andersoni (1), C. ryanae (2) e C. bovis (1) (Tabela 3). A
analise das sequéncias do gene da glicoproteina GP 60 permitiu a identificacao
de C. parvum subtipo lla15G2R1, utilizando a nomenclatura proposta por
Sulaiman et al. (2005).

Diversos pesquisadores tem relatado a ocorréncia predominante em

bovinos de C. parvum, subfamilia lla, com a utilizacdo do gene da glicoproteina
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GP 60 (ALVES et al.,, 2003; PENG et al., 2003; PLUTZER et al., 2007; SOBA et
al., 2008; TROTZ-WILLIAMS et al., 2006).

Em estudo realizado nos Estados Unidos por Xiao et al. (2006) em 175
bezerros neonatos, utilizando o GP 60, seis subtipos lla foram encontrados
sendo, o lla15G2R1 o mais prevalente. O mesmo fato foi observado por Alves et
al. (2006) em Portugal, que amplificaram o fragmento deste mesmo gene num
total de 62 parasitos onde, nos bovinos, 61 apresentaram este mesmo subtipo.

Utilizando a técnica de centrifugo-flutuacdo em solucdo de sacarose e
morfometria, Cardoso et al. (2008) verificaram a presenca de C. parvum e C.
andersoni, sendo 0s bezerros mais jovens predominantemente infectados por C.
parvum (CARDOSO et al., 2008; MALDONADO et al., 1998; NACIRI et al., 1999;
FAUBERT-LITVINSK, 2000; CASTRO-HERMIDA et al., 2002; QUILEZ et al.,
1996).

Prevaléncias de 0 a 6,6% em bovinos adultos foram observados em Galicia
na Franga, Minas Gerais no Brasil e em Nova York nos Estados Unidos
(VILLACORTA et al., 1991; MAIA et al., 1995; WADE et al., 2000). Prevaléncia,
entre 17,8 a 70,2% de animais infectados também foram constatados na Escécia
e no Canadd (SCOTT et al., 1994; MACALLISTER et al., 2005)

C. andersoni tem sido constatado em rebanhos de animais adultos com até
30,7% de prevaléncia em alguns estudos (ANDERSON, 1990, 1991; LORENZO-
LORENZO et al., 1993; DE PENA et al., 1997; SAKAI et al., 2003; ESTEBAN et
al., 1995).

Este € o primeiro relato de infeccao por C. ryanae em bovinos, no Brasil. C.
bovis ja foi identificado por Thomaz et al. (2007) em bovinos no estado de Séo
Paulo. Ambas as espécies aparentemente causam infecgdo subclinica em
bovinos (Fayer et al., 2005; Fayer et al., 2008).

Frente a possibilidade de transmissao cruzada de C. parvum entre animais
e humanos, pesquisadores tém relatado no Brasil a deteccao deste parasito em
humanos HIV - positivos (CIMMERMAN et al., 1999; CIMMERMAN et al., 2002;
ROSSIT et al., 2007) onde C. parvum é considerado como o principal causador de
surtos de criptosporidiose em humanos e bovinos, evidenciando o seu potencial
zoonotico (FELTUS et al., 2006).

Diferentes métodos de diagnéstico tém sido desenvolvidos para deteccao

de Cryptosporidium spp. em amostras de fezes de bovinos, cada qual com suas
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vantagens e desvantagens, porém ainda ndo ha um método universalmente
aceito (SMITH, 1998). O percentual superior de positividade encontrado com a
nested PCR, em relacdo a microscopia, demonstra a importancia do emprego
dessa metodologia no monitoramento da infeccdo. Conforme Kaucner e Stinear
(1998) as principais vantagens da PCR, quando comparada com as demais
técnicas, sao a rapidez, sensibilidade e especificidade, tornando-se um método de
diagnéstico seguro, uma vez que se baseia na amplificacdo e subsequente
deteccao de sequiéncias especificas do DNA do parasito.

CONCLUSAO

Esses achados trazem evidéncias de que a infeccado por diferentes
espécies de Cryptosporidium spp. esta presente na regidao estudada, o que se
traduz em um grave problema de saude publica, principalmente com o relato
predominante do C. parvum subtipo lla15G2R1, que apresenta elevado potencial
zoonbtico, com risco de infecgdo para outras espécies animais, incluindo o

homem.
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