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RESUMO

CHAMBARELLI, Melissa Carvalho Machado do Couto. Cryptosporidium em Bezerros
Destinados a Exploracdo Leiteira no Estado do Rio de Janeiro: Padronizagdo de
Técnicas Moleculares, Caracterizacdo Genotipica e Influéncia do Manejo na Infeccéo.
2012. 167p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

A criptosporidiose bovina é de grande relevancia para a pecuéria brasileira, principalmente
em animais jovens. Bovinos infectados com Cryptosporidium podem apresentar um baixo
desempenho produtivo além de eliminar grande quantidade de formas infectantes no
ambiente, especialmente aqueles que apresentam um quadro clinico de diarréia. Os objetivos
do trabalho foram: comparar duas técnicas de extracdo de DNA utilizando um kit comercial e
um protocolo adaptado por pesquisadores; analisar diversas temperaturas de anelamento para
as reacOes de PCR-Nested para 0s genes alvo 18S e GP60, além de dois tipos de coloracao de
fragmentos de DNA em gel de agarose (brometo de etidio e gelred); determinar a ocorréncia
de espécies e subtipos de Cryptosporidium em bezerros com até um ano de idade, através da
técnica de PCR para os genes alvos 18S e GP60 e analisar a influencia de modificacdes no
manejo no percentual de infeccdo em bezerros. Os resultados da padronizagdo demostraram
uma maior grau de pureza do kit comercial, tendo sido ainda estabelecido novas temperaturas
para uma otimizacdo das técnicas, além da maior sensibilidade e baixa toxicidade do corante
gelred. Apos o sequenciamento foi observada a presenca de trés espécies de Cryptosporidium
infectando bezerros em diferentes faixas etarias. Na fase pré-desmame (< 2 meses) 10% dos
animais encontravam-se infectados por C. parvum, enquanto que os bezerros na fase pos-
desmame (> 2 meses) apresentaram-se infectados por C. andersoni (15%) e C. ryanae (2%).
Nesse estudo também foi observado que a implantagdo de algumas mudangas no manejo da
propriedade pode ser de grande ajuda na tentativa de diminuir a disseminacao da doenca entre
0s animais e reduzir a contaminagéo ambiental.

Palavras chave: Cryptosporidium, bezerro, manejo, técnicas moleculares, filogenia



ABSTRACT

CHAMBARELLI, Melissa Carvalho Machado do Couto. Cryptosporidium in dairy calves
in Rio de Janeiro State: Standardization of Molecular Techniques, Genotypic
Characterization and Influence of Management in Infection. 2012. 167p. Tese (Doutorado
em Ciéncias Veterinérias, Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento
de Parasitologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2012.

Bovine cryptosporidiosis is of great relevance for Brazilian livestock, especially in young
animals. Calves infected by Cryptosporidium may present low productivity, eliminating a
great amount of infectious forms in the environment, especially those with clinical diarrhea.
The aims of this study were: compare two DNA extraction techniques using a commercial kit
and a researchers adapted protocol; analyze several annealing temperatures used in the PCR-
Nested reactions for the gene target 18S and GP60, in addition to two types of DNA
fragments staining in agarose gel (ethidium bromide and gelred); determine the occurrence of
Cryptosporidium species and subtypes in calves up to one year of age, throughout PCR
technique for the gene targets 18S and GP60 and analyze the influence of management
modifications in the percentage of infection in calves. The standardization results demonstrate
a higher sensitivity of the commercial kit and gelred, with the establishment of new
temperatures for a better performance of the applied techniques. After sequencing, three
species of Cryptosporidium were observed infecting calves at different ages. At pre-weaning
fase (< 2 months) 10% of animals were infected by C. parvum, while 15% and 2% of animals
in post-weaning fase (> 2 months) were infected by C. andersoni and C. ryanae respectively.
Moreover, it was also possible to notice in this study that the implementation of some changes
at the farm management could be of great help for reducing the dissemination of the disease
between the animals and the environmental contamination.

Keywords: Cryptosporidium, calf, management, molecular techniques, phylogeny
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1. INTRODUGCAO GERAL

A criacdo de bovinos em nosso pais teve inicio por volta dos anos de 1530 onde hoje
se encontra o Estado de S&o Paulo. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE — 2009), o Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, tendo
sido ultrapassado em 2008 pela india, que hoje ocupa o primeiro lugar no ranking.

A regido Sudeste possui o terceiro maior percentual de bovinos representando 18,5%
do rebanho nacional, sendo o Estado de Minas Gerais o maior produtor leiteiro, com 26,8%
da producdo (IBGE — 2009). O Sudeste brasileiro possui a maior bacia leiteira do pais e €
responsavel pelo abastecimento dos principais mercados consumidores de laticinios do Brasil.

A producéo de leite do Estado do Rio de Janeiro atingiu um crescimento consideravel,
de acordo com o Censo Agropecuario (IBGE - 2006) o estado produziu 422.129 mil litros de
leite, sendo responsavel por 6% da producdo regional. Os rebanhos leiteiros do Estado
encontram-se difundidos em todo o territério, porém a maior concentracdo de propriedades
leiteiras esta distribuida entre o Vale do Paraiba e o Norte Fluminense.

Um dos principais problemas encontrado na producgdo leiteira estd relacionado ao
aspecto sanitario das criacdes. Diversas doencas entéricas sdo diagnosticadas comprometendo
0 desempenho do rebanho em vérias partes do Brasil. As doencas parasitarias sao
consideradas de grande relevancia, destacando-se as causadas por protozoarios, na qual a
criptosporidiose tem sido responsavel por perdas econdmicas significativas, relacionada a
morbidade e mortalidade dos animais.

A infeccdo por Cryptosporidium sp. estd associada a um quadro clinico de diarréia
intensa e, dependendo do manejo da propriedade, das condi¢des nutricionais do animal, e da
presenca infecgdes concomitantes, pode em pouco tempo acarretar a morte do hospedeiro.

O género Cryptosporidium tem sido classificado junto com outros coccidios entéricos
na ordem Eucoccidiorida com base nas similaridades das caracteristicas morfologicas do
oocisto e de seu ciclo de vida. Sendo que, as similaridades na morfologia dos oocistos, ndo
sustentam uma classificacdo segura para espécies.

O género Cryptosporidium possue espécies com a capacidade de infectar varios
hospedeiros animais, tanto domeésticos quanto silvestres, além de algumas espécies infectarem
o homem. A infeccdo ocorre através da ingestdo de oocistos provenientes das fezes de
hospedeiros infectados, onde a veiculacdo hidrica € a principal rota de transmissao e através
da ingestdo de agua e alimentos contaminados ocorre a infeccdo para hospedeiros
susceptiveis.

A importancia relativa dessas rotas de transmissdo na epidemiologia da
criptosporidiose ndo é totalmente esclarecida, em grande parte devido as tradicionais
ferramentas de diagnostico ndo terem a capacidade de diferenciar as fontes do protozoario, e
0s inquéritos epidemioldgicos serem raros.

Na ultima década, porém, inumeras técnicas da biologia molecular foram
desenvolvidos para detectar e diferenciar Cryptosporidium spp. em espécies, genotipos e
subtipos. Essas ferramentas sdo cada vez mais utilizadas em estudos epidemiologicos de
criptosporidiose em areas endémicas e epidémicas, o que melhorou significativamente a
compreensdo da transmissao da criptosporidiose em humanos e animais.

No hospedeiro, bovino, tém sido registrados dez espécies de Cryptosporidium e um
gendtipo adicional, embora somente quatro espécies sejam diagnosticadas rotineiramente,
Cryptosporidium  parvum, Cryptosporidium  bovis, Cryptosporidium andersoni e
Cryptosporidium ryanae (anteriormente conhecido como o gendtipo ‘deer-like’). Sendo que



cada uma destas quatro espécies apresentam um padréo diferente de prevaléncia em relacéo a
idade do animal.

E muito importante a partir de uma perspectiva de salde publica a identificacdo das
espécies de Cryptosporidium que infectam bovinos, devido ao fato destes animais poderem
estar parasitados pela espécie C. parvum que apresenta potencial zoonotico.

A identificacdo das espécies de Cryptosporidium baseia-se em métodos moleculares
que inclui diagndstico utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase— PCR (‘Polymerase
Chain Reaction”) seguido pela Técnica do Polimorfismo do Comprimento dos Fragmentos de
Restricdo — RFLP (‘Restriction Fragment Length Polimorfism’) e pelo sequenciamento de
DNA.

Diversos genes alvo sdo descritos na literatura como eficientes para identificar as
diferentes espécies de Cryptosporidium, porém o mais utilizado e mais confidvel até o
momento € o gene SSUrRNA (‘small subunit RNA ) também conhecido como 18S.

A maioria das técnicas de PCR utiliza ‘primers’, ou iniciadores, com regides que sao
conservadas para todas as espécies de Cryptosporidium. Aparentemente isto € um fator
limitante para o diagndstico, pois, rotineiramente apenas a espécie que apresenta uma maior
guantidade de oocistos na amostra € diagnosticada. Dessa forma, quando o hospedeiro
apresenta-se infectado por mais de uma espécie (infeccGes concomitantes) torna-se dificil
diagnosticar a espécie de Cryptosporidium que apresenta menor quantidade de oocistos nas
amostras. Isso pode prejudicar a capacidade de compreensdo da epidemiologia de
Cryptosporidium sp. em bovinos e também em outros hospedeiros, j& que um U(nico
hospedeiro pode estar parasitado por mais de uma espécie.

Os estudos realizados com a genotipagem de amostras brasileiras de Cryptosporidium
spp. utilizando o hospedeiro bovino sdo escassos, havendo uma grande necessidade da
identificacdo das espécies que infectam esses animais no pais.

O principal objetivo do estudo foi diagnosticar a presenca de Cryptosporidium spp. em
bezerros criados em propriedades leiteiras, localizadas no Estado do Rio de Janeiro. Através
da utilizacdo de técnicas moleculares para o diagndstico de espécies de Cryptosporidium
presentes nessas criacdes, realizar o sequenciamento e a analise filogenética dos espécimes
encontrados, incluindo o depdsito das sequéncias de Cryptosporidium no ‘GenBank’, além de
verificar possiveis fatores de risco associados a infeccdo de espécie/genétipo de
Cryptosporidium estabelecendo a sua importancia zoonética.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Criptosporidiose Bovina

A criptosporidiose bovina foi relatada pela primeira vez em 1971, onde foram
observados diferentes estagios do protozoario Cryptosporidium infectando células intestinais
do jejuno de uma novilha da raga Santa Gertrudes de aproximadamente oito meses de idade,
que apresentava anorexia, fraqueza e ataxia, além de um quadro de diarréia crbnica
(PANCIERA et al., 1971).

Desde entdo, a doenca vem sendo descrita infectando bovinos em diversas partes do
mundo, sendo que Cryptosporidium spp. tem sido diagnosticado tanto em rebanhos leiteiros
quanto naqueles destinados producéo de carne (BECHER et al., 2004; HAJDUSEK et al.,
2004; ABE et al., 2006; ALVES et al., 2006; CASTRO-HERMIDA et al., 2007; GEURDEN
et al., 2007; MENDONCA et al., 2007; KESHAVARZ et al., 2009; COKLIN et al., 2010;
DIAZ et al., 2010; FAYER et al., 2010a; KHAN et al., 2010; MEIRELES et al., 2011;
NAZEMALHOSSEINI-MOJARAD et al., 2011).

A transmissdo da criptosporidiose ocorre devido a ingestdo de oocistos de
Cryptosporidium spp. em agua e/ou alimentos contaminados e através do contato direto com
material fecal de individuos infectados que estejam eliminando a forma infectante (FENG et
al., 2007; LAGKJ£R et al., 2007; COKLIN et al., 2009; BOYER; KUCZYNSKA, 2010;
CHAKO etal., 2010; CHALMERS; GILES, 2010; DIXON et al., 2011).

A criptosporidiose bovina pode acometer animais em diversas faixas etarias, podendo
ou ndo apresentar sintomatologia clinica e geralmente ocasionando grandes perdas
econdmicas (FARIZAWATI et al., 2005; GEURDEN et al., 2007; CASTRO-HERMIDA et
al., 2009; DE WAELE et al., 2011; KHAN et al., 2010; DAS et al., 2011).

Os animais mais jovens sdo considerados mais suscetiveis & infeccdo e também a
apresentarem sintomas clinicos (CHAKO et al., 2010). Em bezerros com até trés meses de
idade a doenca geralmente pode acarretar intensa diarréia, ocasionando morbidade e em
alguns casos até a morte (FARIZAWATI et al., 2005; SANTIN; TROUT, 2007; CHAKO et
al., 2010). Animais assintomaticos também podem ser responsaveis pela infeccdo de outros
hospedeiros e pela contaminacdo ambiental (FARIZAWATI et al., 2005), tendo em vista que
€ necessaria a ingestdo de uma pequena quantidade de oocistos para que um novo hospedeiro
seja infectado e se torne um disseminador da forma infectante (BOYER; KUCZYNSKA,
2010).

Os sintomas da infec¢do, além de sua severidade geralmente estdo associados a
especie de Cryptosporidium e ao estado de satude do hospedeiro (BROGLIA et al., 2008;
XIAO, 2010).

Bovinos acometidos pela criptosporidiose e que apresentam fezes diarréicas séo
capazes de eliminar grandes quantidades de oocistos no ambiente durante o periodo patente da
doenca, tornando-se um grande dispersor do protozoario no ambiente (SANTIN; TROUT,
2007).



2.2. Diagnostico da Criptosporidiose

O diagnostico da criptosporidiose ndo deve ser baseado apenas na observacdo da
sintomatologia clinica, pois muitas outras enterites gastrintestinais podem apresentar sintomas
clinicos semelhantes. Dessa forma faz-se necessario a utilizagdo de técnicas especificas para a
deteccdo de Cryptosporidium sp. (KAR et al., 2011).

Existem inimeras formas de diagnosticar a presenca de Cryptosporidium sp. em um
hospedeiro com suspeita de criptosporidiose, porém todas as metodologias descritas na
literatura apresentam vantagens e desvantagens (SMITH, 2007; CHALMERS, 2009) (Tabela
1).

Inicialmente, o diagnostico da criptosporidiose era feito a partir da observacao
microscopica de amostras obtidas em material de bidpsia, hoje os exames utilizados para
identificar a presenca de Cryptosporidium sp. sdo na maioria das vezes coproparasitologicos
(MAGI et al., 2006).

A metodologia utilizada para o diagndstico pode variar desde um simples exame de
fezes através da microscopia, a um sofisticado exame utilizando técnicas moleculares. A
escolha do método a ser empregado depende de varios fatores, porém dois podem ser
considerados principais: Primeiro é a especificidade do diagnostico com a necessidade de
classificar o protozoario até espécie, onde devem ser instituidas varias ferramentas
moleculares como as técnicas ‘Polymerase Chain Reaction’, mais conhecido como PCR, além
do RFLP (‘Restriction Fragment Length Polimorphism’) e do sequenciamento. Porém, se a
finalidade for apenas diagnosticar a presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. em exames
fecais de rotina, a microscopia seria uma metodologia suficiente (HUBER, 2007).

Outro fator a ser observado antes da escolha da metodologia é a infra-estrutura
laboratorial, visando por exemplo evitar a contaminacdo do material, além da capacitacdo de
pessoal na realizacdo da emissdo de um diagndstico correto (HUBER, 2007).

Tabela 1- Métodos de diagnostico de Cryptosporidium utilizando amostras fecais.

PROCEDIMENTO ALVO VANTAGENS DESVANTAGENS

Microscopia Oocisto Baixo custo Necessita pessoal treinado para
diagnostico, possui baixa
sensibilidade e especificidade,
detecta outros patdgenos.

Imunoensaio Antigeno  N&o necessita pessoal Alto custo pode apresentar
treinado, pode ser resultados falsos positivos e
utilizado a campo negativos.

Biologia Molecular DNA Alta especificidade Alto custo, restrito a

laboratdrios especializados.

Fonte: Modificado de SMITH, 2007; CHALMERS, 2009.



2.2.1. Diagnostico através da microscopia

Durante muito tempo a microscopia foi o0 Gnico método utilizado para diagnosticar a
presenca de oocistos de Cryptosporidium sp. em amostras fecais (FAYER, 2007).

Diversas tecnologias microscépicas podem ser utilizadas para identificacdo de
Cryptosporidium sp., dentre elas podemos citar a de campo claro, o contraste de fase, o
contraste de interferéncia diferencial (DIC) e a de imunofluorescéncia (IFA) (FAYER, 2007;
SMITH, 2007).

Em todos os tipos de diagndstico microscopico podem ser utilizadas técnicas de
concentra¢do como a flutuacdo e sedimentacgdo, além de coloracdes dos esfregacos fecais para
auxiliar a visualizacdo dos oocistos (FAYER et al., 2000; SMITH, 2007). No entanto, apesar
das técnicas de coloragdo auxiliar na visualizacdo da forma infectante, pode haver
interpretacdo errbnea quando a carga parasitaria estiver baixa, gerando falso negativo.

Além disso, no material fecal existem vérias estruturas com as mesmas afinidades
tintoriais que os oocistos, o que pode dificultar o diagnostico dependendo do microscopista.
Um bom observador consegue distinguir tais estruturas com seguranca, porém um observador
pouco treinado faria a emissdo de um diagndstico positivo. Outro problema referente a
coloracdo seria a obtencdo de dados morfométricos ndo fidedignos, pelo fato de muitas
técnicas usarem o calor para fixacdo dos corantes, acarretando o aparecimento de distor¢des
no formato dos oocistos. Uma excecéo seria a utilizacdo de coloragdo em imunofluorescencia
onde os oocistos podem ser mensurados com uma precisao razoavel (SMITH, 2007).

O diagndstico laboratorial de Cryptosporidium sp. realizado através da observacdo de
esfregaco fino de fezes em lamina, pode apresentar uma pequena quantidade de oocistos,
principalmente se o individuo infectado for assintomético. Na tentativa de melhorar a preciséo
do diagnéstico, técnicas de concentracdo podem ser empregadas, possibilitando um aumento
no numero de oocistos a serem observados. As técnicas mais comumente utilizadas sdo as
técnicas de flutuacdo em solugdo saturada de aglcar, a concentracdo em formol-éter, a
flutuacdo em solucdo saturada de cloreto de sodio e sulfato de zinco (HUBER et al., 2004;
HUBER, 2007; SMITH, 2007).

A técnica de flutuacdo em solucdo saturada de agucar € considerada uma excelente
metodologia de concentracdo para obtencdo de oocistos em amostras fecais, principalmente se
0 hospedeiro estiver uma carga parasitaria alta. J& se o individuo apresentar uma infeccédo
subclinica, eliminando poucos oocistos, a técnica poderd facilitar o diagnostico da
criptosporidiose (GARCIA et al., 1983; HUBER et al., 2004). Porém, a leitura microscépica
das amostras em laminas utilizando essa técnica, deve ser realizada rapidamente, isto porque,
0s oocistos ap6s um intervalo de aproximadamente 15 minutos perdem sua coloracao rosea,
caracteristica da técnica quando observado em microscopia de campo claro, e comecam a
deformar com facilidade perdendo o formato esférico (HUBER et al., 2004).

Para o diagndstico microscopico se faz necessario o uso de muito tempo e pessoal
capacitado para fazer a identificagdo do género do protozoario, pois as similaridades
morfologicas dos oocistos entre as espécies tornam impossiveis sua identificacdo especifica
(FAYER et al., 2000; HUBER et al., 2004; FAYER, 2007; SMITH, 2007; FAYER, 2010;
XIAO, 2010).



2.2.2. Diagnostico por ensaio imunoenzimatico

Os ensaios enzimaticos mais comumente utilizados na deteccdo da infeccdo por
Cryptosporidium sp. sdo o ELISA (‘Enzyme Linked Immunosorbent Assay’) e 0 ensaio
imunocromatografico (SMITH, 2007). Porém ainda podem ser utilizados testes com anticorpo
policlonal fluorescente, reagdo de aglutinagdo em latex, imunofluorescéncia com anticorpos
monoclonais, hemaglutinacdo passiva reversa e imunosorologia usando a deteccdo por
imunofluorescencia (FAYER et al., 2000).

A utilizacdo de Kits enzimaticos pode ser uma ferramenta de grande utilidade no
diagndstico da criptosporidiose, pois 0s antigenos de Cryptosporidium podem ser detectados
em suspensdo fecal que contenha ou ndo as formas infectantes. Ou seja, possuem uma boa
sensibilidade, podendo detectar a presenca do protozoario mesmo que este ndo esteja sendo
eliminado nas fezes. Além disso, a utilizacdo do kit demanda menos tempo para a obtencéo do
diagndstico e ao contrario do que ocorre na microscopia, ndo necessita de pessoal treinado
para utilizad-lo (SMITH, 2007). Apesar disso, as metodologias baseadas em anticorpos podem
apresentar problemas devido a reacdo cruzada com outros microrganismos (FAYER et al.,
2000). Devido a sua rapidez e alta sensibilidade essa metodologia vem sendo introduzida em
alguns laboratorios, principalmente aqueles com um grande volume de andlises, como um
novo diagnostico de rotina (CHALMERS, 2009).

2.2.3. Diagnostico através da biologia molecular

Nos ultimos anos, as técnicas de biologia molecular utilizadas para a deteccdo de
Cryptosporidium sp. se desenvolveram, sendo eficazes ndo apenas no diagnostico das
espécies e gendtipos, mas identificando os espécimes inclusive em subtipos, propiciando um
melhor entendimento da biologia e da epidemiologia do protozoario (XIAO; RYAN, 2007;
XIAO, 2010). Tal metodologia € utilizada principalmente para fins de pesquisa, ja que seu
custo é extremamente elevado para ser utilizado como exame de rotina laboratorial (MAGI et
al., 2006).

Através da utilizacdo dessas ferramentas, espécies como Cryptosporidium parvum
mantiveram seu status de espécie além de ter seus subtipos melhor reagrupados, outras como
C. andersoni, C. bovis e C. ryanae foram renomeadas e consideradas como novas espécies
(LINDSAY et al., 2000; FAYER et al., 2005; FAYER et al., 2008; XIAO, 2010).

Diversos genes alvos sdo utilizados para caracterizar genotipicamente as especies
pertencentes ao género Cryptosporidium, dentre eles podemos citar o SSURrNA (‘small
subunit ribosomal RNA’), COWP (‘oocyst wall protein’), HSP70 (‘70-kDa heat shock
protein’) e o gene codificante da Actina como o0s escolhidos com maior frequéncia (XIAO,;
RYAN, 2007).

O principal gene alvo utilizado para o diagnéstico de criptosporidiose, através da
aplicacdo das técnicas de PCR-RFLP é o gene SSUrRNA (também conhecido como 18S),
estando presente em 98% dos estudos desenvolvidos por véarios autores (FAYER, 2007;
XIAO, 2010).

A ampla utilizagdo do gene SSUrRNA para a genotipagem de Cryptosporidium é
devido principalmente a sua natureza de copia- mdaltipla, além da presenca de regides semi-
conservadas e hiper-variaveis o que facilita o desenho de ‘primers’ especificos para o género
(XIAO, 2010).



A subtipagem também vem sendo amplamente utilizada em diversos estudos,
principalmente no que se refere & Cryptosporidium hominis e C. parvum, e uma das
ferramentas mais utilizadas é o gene alvo ‘60 kDa glicoprotein’ (GP60, também chamado de
GP40/15) na PCR-Nested (PENG et al., 2001; SULAIMAN et al., 2005; ABE et al., 2006;
ALVES et al., 2006; FAYER, 2007; GEURDEN et al., 2007; GEURDEN et al., 2008; JEX;
GASSER, 2008; DIAZ et al, 2010; XIAO, 2010; MEIRELES et al., 2011;
NAZEMALHOSSEINI-MOJARAD et al., 2011).

O gene GP60 é responsavel por codificar duas glicoproteinas da superficie celular do
protozoario, a GP40 e a GP15, que aparentemente estdo envolvidas na fixacdo dos
esporozoitas responsaveis pela invasdo dos enterocitos (JEX; GASSER, 2008). As
glicoproteinas GP40 e GP15 estdo localizadas em diferentes sitios do esporozoito de
Cryptosporidium parvum. Estudos realizados por CEVALLOS et al. (2000) sugerem que a
GP40 encontra-se localizada no complexo apical, enquanto que a GP15 pode ser encontrada
por toda a superficie do esporozoito.

A importancia da utilizacdo do gene alvo GP60 vai além da identificacdo de subtipos
de C. parvum e C. hominis, estudos sugerem que as proteinas codificadas por esse gene
podem ser utilizadas futuramente como alvos para prevencdo ou para fins terapéuticos
(CEVALLOS et al., 2000; JEX; GASSER, 2008).

Além dos genes mencionados anteriormente, diversos outros genes alvo podem ser
utilizados na identificacdo das diferentes espécies de Cryptosporidium (SMITH, 2007)
(Tabela 2).



Tabela 2 - Genes alvos, utilizados em técnicas moleculares no diagndstico de
Cryptosporidium.

GENE ALVO TECNICA MOLECULAR DIAGNOSTICO
SSUrRNA (18S) PCR, PCR-nested, Identificacdo de espécies e
sequenciamento, PCR-RFLP, genotipos
PCR-tempo real, microarranjo
HSP70 PCR, PCR-nested, Identificacdo de espécies e
sequenciamento, PCR-tempo genotipos

real, microarranjo

COwP PCR, PCR-nested, Identificacdo de espécies e
sequenciamento, PCR-RFLP, genotipos
microarranjo

Gene codificante  PCR, PCR-nested, Identificacdo de espécies e

da Actina sequenciamento genotipos

p-tubulina PCR, PCR-nested, Identificacdo de espécies e
sequenciamento, PCR-RFLP gendtipos

GP60 PCR, PCR-nested, Identificacdo de subgendtipos
sequenciamento

Microsatélites PCR, PCR-nested, Identificacdo de subgendtipos
sequenciamento, tipificacdo de
fragmento

Minisatélites PCR, PCR-nested, Identificacdo de subgendtipos
sequenciamento, tipificacdo de
fragmento

RNA fita dupla Transcriptase reversa, PCR, Identificacdo de subgendtipos

extracromossomal sequenciamento, ensaio de
mobilidade heteroduplex

Fonte: Modificado de SMITH, 2007

2. 3. Espécies de Cryptosporidium Diagnosticadas em Bovinos

O hospedeiro bovino pode se infectar por diversas espécies de Cryptosporidium, entre
elas: Cryptosporidium parvum, C. bovis, C. andersoni, C. ryanae, C. hominis, C. suis, C. suis-
like, C. felis, C. canis, e C. ubiquitum (GEURDEN et al., 2007; FAYER et al., 2009;
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SANTIN; TROUT, 2007; FAYER, 2010; FAYER et al., 2010b). Porém, as espécies
comumente encontradas parasitando bovinos sdo Cryptosporidium parvum, C. bovis, C.
andersoni e C. ryanae (CASTRO-HERMIDA et al., 2007; FENG et al., 2007; GEURDEN et
al., 2007; LAGKJ£R et al., 2007; COKLIN et al., 2009; FAYER et al., 2008; SANTIN;
TROUT, 2007; KESHAVARZ et al., 2009; CHAKO et al., 2010; CHALMERS; GILES,
2010; FAYER, 2010; FAYER et al., 2010a; KHAN et al., 2010; KVAC et al., 2011; XIAO,
2010; DAS et al., 2011; DIXON et al., 2011; MEIRELES et al., 2011).

2.3.1. Cryptosporidium parvum

A primeira descricdo da espécie conhecida como Cryptosporidium parvum foi
realizada em 1912 por Ernest Edward Tyzzer, onde foram observados as formas infectantes e
0s aspectos bioldgicos do ciclo de vida do protozoario que foi encontrado parasitando o
intestino delgado de camundongos (MORGAN-RYAN et al., 2002; SLAPETA, 2009).

Antes do desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, a identificacdo das
espécies de Cryptosporidium era realizada basicamente através dos caracteres morfoldgicos
com a utilizagcdo da microscopia, observando principalmente dados de biometria, o local de
parasitismo do protozoario associando-se as espécies de hospedeiro a qual era diagnosticada
(COKLIN et al., 2009; SANTIN; TROUT, 2007; FAYER, 2010).

TYZZER (1912) descreveu a espécie Cryptosporidium parvum como sendo um
coccidio muito semelhante a Cryptosporidium muris, que o mesmo autor identificou e
nomeou-a como uma nova espécie em 1907.

Apesar das similaridades morfoldgicas entre C. parvum e C. muris algumas diferengas
entre ambas as espécies foram relatadas. Analises histopatoldgicas evidenciaram uma
diferenca entre elas tendo como base a observacao do local de parasitismo no hospedeiro, as
formas sexuadas e assexuadas de C. parvum puderam ser observadas parasitando a regido
apical do epitélio intestinal, sendo encontradas principalmente no intestino delgado
(TYZZER, 1912; SANTIN; TROUT, 2007; FAYER, 2010), enquanto que C. muris
geralmente era encontrado parasitando as glandulas gastricas (TYZZER, 1907; FAYER,
2010).

As formas infectantes, oocistos, podem ser observadas nas fezes do individuo
infectado, apresentando formato ovoéide ou esférico e ndo ultrapassam 4,5um de diametro
maior (variando de 4,0 x 3,3um a 4,5 x 3,0um) (TYZZER, 1912; FAYER, 2007), sendo
ligeiramente menor do que C. muris (TYZZER, 1907; FAYER, 2010). Pode-se ainda observar
quatro esporozoitas dentro do oocisto sem a presenca de um esporocisto, aléem de uma massa
residual chamada de residuo do oocisto (TYZZER, 1912).

Alguns autores descreveram variagdes morfométricas para o oocisto de C. parvum
(Quadro 1). Tais oocistos foram descritos infectando mais de 150 hospedeiros distintos, e
recentemente ap6s estudos biolégicos e moleculares algumas dessas formas infectantes foram
consideradas como novas especies pertencentes ao género Cryptosporidium (FAYER et al.,
2005).

Cryptosporidium parvum pode infectar bovinos em diferentes faixas etarias,
acometendo principalmente os animais mais novos, em fase de pré-desmame (CASTRO-
HERMIDA et al., 2007; SMITH, 2007; BAJER, 2008; BROOK et al., 2008; COKLIN et al.,
2009; KESHAVARZ et al., 2009; CHAKO et al., 2010; COKLIN et al., 2010; FAYER et al.,
2010a; XIAO, 2010). A infeccdo por esta espécie de Cryptosporidium em bezerros



geralmente é caracterizada por uma diarréia aquosa, profusa e de inicio agudo (SANTIN;
TROUT, 2007; CHAKO et al., 2010).

A eliminacdo de oocistos nas fezes de bovinos é varidvel sendo mais intensa em
animais que apresentam fezes diarréicas (SMITH, 2007). Um bezerro infectado por C.
parvum e que apresente um quadro de diarréia pode eliminar durante o periodo patente da
infeccéo entre 107 e 10™° oocistos por grama de fezes (SANTIN; TROUT, 2007).

Alguns estudos relatam a correlacdo entre a presenca de fezes diarréicas e a infeccédo
por C. parvum (CASTRO-HERMIDA et al., 2007; DIAZ et al., 2010), porém esta ndo é a
Unica sintomatologia descrita, além delas podemos observar depressdo, anorexia e fraqueza
(SANTIN; TROUT, 2007).

A infeccdo por C. parvum € considerada de alto potencial zoonético, podendo infectar
o homem através da eliminacdo de oocistos tanto pelos bovinos quanto pelo préprio homem
(ALVES et al., 2006; CHAKO et al., 2010; DIAZ et al., 2010; XIAO, 2010; DIXON et al.,
2011).

Quadro 1 - Variacbes morfométricas dos oocistos descritos na literatura para
Cryptosporidium parvum.

AUTOR DIAMETRO DIAMETRO MEDIA IM

MAIOR (um) MENOR (um) (um)
UPTON; CURRENT, 1985 45-54 4,2-50 50x45 11
FAYER et al., 2001 47-6,0 4,4-50 50x4,7 1,06
FALL et al., 2003 50-5,5 3,7-5,0 52x43 120

IM = INDICE MORFOMETRICO

2.3.1.1. Os subtipos de Cryptosporidium parvum

A espécie Cryptosporidium parvum € a de maior prevaléncia em bovinos (FAYER et
al., 2009), porém pode ser encontrada infectando diversos outros mamiferos inclusive o
homem (CHALMERS et al., 2011; FAYER, 2010; XIAO, 2010; DAS et al., 2011). Dessa
forma diversos estudos vém sendo realizados para identificar a presenga de gendtipos
zoonGticos de C. parvum em bovinos (XIAQ, 2010).

A maioria dos estudos envolvendo subgenotipagem de C. parvum, sendo eles em
bovinos de leite, bovinos de corte ou no homem, vem utilizando o gene alvo GP60 (PENG et
al., 2001; SULAIMAN et al., 2005; ABE et al., 2006; ALVES et al., 2006; GEURDEN et al.,
2007; BROGLIA et al., 2008; FAYER et al., 2009; XIAO, 2010; NAZEMALHOSSEINI-
MOJARAD et al., 2011).

Sequéncias representativas de alguns subgendtipos de C. parvum foram descritas por
XIAO (2010) (Tabela 3).

Diferentes estudos realizados em paises industrializados revelou que a maioria dos
bovinos encontram-se infectados pelo subtipo Ila que possui elevado potencial zoondtico
(XIAO, 2010).
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Tabela 3 — Familias subtipos de Cryptosporidium parvum identificadas através da

genotipagem utilizando o gene alvo GP60.

ESPECIE FAMILIAS SUBTIPOS SUBTIPO MAIS
COMUM
C. parvum lla [1aA15G2R1, 11aA15G2R2
b IIbA14
lic IIcA5G3a, IIcA5G3Db,
IlcA5G3c, IIcA5G3d

Id [1dA18G1
lle leA12G1
If [1fA6
llg llgA9
Ih IThA7G4
lii 11A10
Ik IHkA1l4
" I11A18

Fonte: Modificado de XIAQ, 2010.

Além de serem encontradas parasitando bovinos, alguns subtipos de Cryptosporidium
parvum foram descritas infectando outros hospedeiros em diferentes paises (Quadro 2).
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Quadro 2 — Subtipos de Cryptosporidium parvum parasitando diversos hospedeiros.

HOSPEDEIRO FAMILIAS PAIS AUTORES
SUBTIPOS
Ovinos lla Bélgica GEURDEN et al., 2008
llae lld Espanha QUILEZ et al., 2008
llaelld Portugal ALVES et al., 2006
lla Inglaterra e Pais de Gales SMITH et al., 2010
Caprinos llaelld Bélgica GEURDEN et al., 2008
llaelld Espanha QUILEZ et al., 2008
Cervos la Portugal ALVES et al., 2006
Ruminantes de lla Portugal ALVES et al., 2006
zooldgicos
Equinos Ila Australia GRINBERG et al,
2008
Suinos lla Inglaterra e Pais de Gales SMITH et al., 2010
Cées lla Inglaterra e Pais de Gales SMITH et al., 2010
Humanos lla Portugal ALVES et al., 2006
E} Australia NG et al., 2008
la, lic e 11l Eslovénia SOBA; LOGAR, 2008
llae lld Holanda WIELINGA et al., 2008
llae lld Iran NAZEMALHOSSEINI-

MOJARAD et al., 2011

2.3.2. Cryptosporidium andersoni

Originalmente a espécie Cryptosporidium andersoni ndo foi corretamente identificada
em bovinos (FAYER, 2010). A identificacdo do protozoario era realizada baseada
principalmente na morfometria do oocisto e no local de parasitismo. Dessa forma, estruturas
semelhantes as descritas por TYZZER (1907; 1910) foram observadas nas fezes de bovinos
leiteiros e de corte, sendo nomeadas como Cryptosporidium muris (UPTON; CURRENT,
1985).

Cryptosporidium andersoni é comumente encontrado parasitando a superficie das
microvilosidades das células epiteliais presentes no abomaso de bovinos jovens e adultos
(LINDSAY et al., 2000; FAYER, 2010). Aparentemente a infeccdo por C. andersoni ndo
possui sintomatologia clinica (MORGAN et al., 2000; KVAC et al., 2007), porém, o
parasitismo pode retardar a producdo de acidos gastricos pelo hospedeiro, diminuindo a
digestdo de proteinas e consequentemente a producéo de leite (MORGAN et al., 2000).
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O oocisto de C. andersoni possui um formato elipsoidal, medindo aproximadamente
7,4 um de didmetro maior e 5,5 um de diametro menor, sendo um pouco menor do que 0
oocisto de C. muris. A parede do oocisto possui ainda uma sutura longitudinal, presente
apenas em um dos seus polos. Dentro do oocisto ainda podem ser observados a presenca do
residuo do oocisto além de quatro esporozoitos (LINDSAY et al., 2000).

Analises moleculares tendo como base os genes alvos SSUrRNA, HSP70 e
ITS1(‘Internal Transcribed Spacer region’ ou Espacador Transcrito Interno) e estudos
filogenéticos demonstraram que a espécie observada em bovinos é geneticamente distinta de
C. muris presentes em outros hospedeiros (LINDSAY et al., 2000; MORGAN et al., 2000;
KVAC et al., 2007; FAYER, 2010).

Alguns estudos sugerem que os oocistos de C. andersoni ndo sao infectantes para
algumas linhagens de camundongos, dentre eles 0 BALB/C e 0 SCID (LINDSAY et al., 2000;
KVAC et al., 2007; FAYER, 2010), porém trabalhos recentes demonstraram a possibilidade
de infeccdo experimental em camundongos da espécie Mastomys coucha, o que facilitaria o
estudo sobre a infecgdo por C. andersoni (KVAC et al., 2007).

Além dos bovinos, C. andersoni foi encontrado parasitando um ovino na Australia
(RYAN et al., 2005) e camelos (Camelus bactrianus) na China (WANG et al., 2008).

Os oocistos eliminados nas fezes de camelos sé&o semelhantes aos encontrados
infectando a maioria dos bovinos, porém apesar da semelhanca estes ndo sdo capazes de
infectar bovinos e roedores, com excecdo do gerbil da Mongodlia e dos camundongos da
espéecie Mastomys coucha (WANG et al., 2008).

Estudos realizados na Inglaterra e no Malawi descreveram a infecgdo por C. andersoni
em humanos. Na Inglaterra foi observada a presenca de um isolado semelhante a C. andersoni
em pacientes infectados com o virus HIV (LEONI et al., 2006). No Malawi, o estudo da
infeccdo por Cryptosporidium sp. foi realizado em criancas de até 5 anos de idade. A presenca
de C. andersoni foi detectada em apenas uma das amostras, onde foram observadas bandas
semelhantes as descritas como padrdo para a espécie utilizando a reacdo de RFLP, usando a
enzima Ddel (MORSE et al. 2007).

2.3.3. Cryptosporidium bovis

Assim como aconteceu com outras espécies, Cryptosporidium bovis antes de ser
reconhecida como uma nova espécie foi considerada por muito tempo como um genétipo do
género Cryptosporidium (geno6tipo bovino B) (FAYER, 2010).

As semelhangas morfologicas entre C. parvum e C. bovis, tornam a identificacdo da
espécie atraves de microscopia praticamente impossivel (FAYER et al., 2005; FAYER,
2010). A diferenciacdo entre ambas as espécies de Cryptosporidium foi possivel apenas
atraves da utilizacdo de técnicas de biologia molecular (utilizando os genes SSUrRNA, HSP70
e Actina) e estudos biolégicos, onde foi observado que a espécie C. bovis era incapaz de
infectar camundongos BALB/C neonatos, o que ndo ocorria com C. parvum (FAYER et al.,
2005; FAYER, 2010).

Os oocistos de C. bovis, medem aproximadamente 4,89 um de didmetro maior e 4,63
um de diametro menor (FAYER et al., 2005).

Bovinos infectados por C. bovis ndo apresentam diarréia, sintomatologia clinica
caracteristica da criptosporidiose, como acontece em infeccdes ocasionadas por C. parvum
(FAYER et al., 2005).
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A espécie C. bovis além de infectar bovinos de leite e de corte podem também ser
encontrados parasitando ovinos (FAYER et al., 2005; RYAN et al., 2005; FAYER, 2010).

2.3.4. Cryptosporidium ryanae

Anteriormente a espécie era denominada Cryptosporidium genotipo ‘deer-like’, pois
as sequéncias do seu gene SSUrRNA eram muito semelhante ao gen6tipo do cervo (FAYER et
al.,, 2008; FAYER, 2010). A espécie tem sido diagnosticada em bovinos destinados a
exploragdo leiteira em vérias partes do mundo (FENG et al., 2007; COKLIN et al., 2009;
FAYER et al., 2008; KESHAVARZ et al., 2009; FAYER, 2010; FAYER et al., 2010g;
KVAC etal., 2011; DAS et al., 2011; DIXON et al., 2011; MEIRELES et al., 2011).

O oocisto desta espécie é considerado o de menor tamanho dentre todas as que
infectam mamiferos (FAYER, 2010), tendo uma média de 3,73 um de didmetro maior e 3,16
pum de diametro menor (FAYER et al., 2008).

Através da microscopia podem ser observados, em diferentes planos, um ou dois
esporozoitos dentro do oocisto, porém ndo se pode observar com clareza o nimero total dos
mesmos (FAYER et al., 2008).

Ainda ndo se conhecem outros hospedeiros além dos bovinos, pois a infeccdo
experimental em roedores e cordeiros ndo obteve sucesso (FAYER et al., 2008; FAYER,
2010).

2.4. A Influéncia da Idade dos Animais e a Espécie de Cryptosporidium

A relacdo entre a idade dos animais e a espécie de Criptosporidium envolvida na
infeccdo € relatada em diversos estudos (SANTIN et al., 2004; FAYER et al., 2006;
STARKEY et al., 2006; FAYER et al., 2007; FENG et al., 2007; THOMPSON et al., 2007,
BROOK et al., 2008; SANTIN et al., 2008; SZONY] et al., 2008; ONDRACKOVA et al.,
2009; FAYER et al., 2010a; SILVERLAS et al., 2010a; SILVERLAS et al., 2010b; WANG et
al., 2011a; KVAC et al., 2011; MUHID et al., 2011; WANG et al., 2011b).

A criptosporidiose pode acometer bovinos em diferentes faixas etarias, sendo descrita
uma alta prevaléncia em animais jovens na fase pré-desmame, onde a intensidade de
eliminacdo de oocistos € grande (BROGLIA et al., 2008; BROOK et al., 2008). A prevaléncia
da infeccdo tende a decrescer com o aumento da idade dos animais, diminuindo
gradativamente em bezerros na fase p6s-desmame, novilhas e vacas em producdo (FAYER et
al., 2007).

Bezerros jovens, na fase pré-desmame (até dois meses de idade), sdo infectados
principalmente pela espécie Cryptosporidium parvum, que possui alto potencial zoondtico
(BROOK et al., 2008; WANG et al., 2011a).

Bezerros na fase pds-desmame (entre trés e 11 meses de idade) sdo infectados
principalmente por Cryptosporidium bovis, C. ryanae e C. anderesoni (SANTIN et al., 2004).

Cryptosporidium parvum infecta o intestino de animais jovens ocasionando enterite
aguda e diarréia (SANTIN et al., 2004; CHAKO et al., 2010; KVAC et al., 2011; WANG et
al., 2011b). Esta espécie de Cryptosporidium pode infectar os bezerros logo apos o
nascimento e eliminar grande quantidade de oocistos até aproximadamente a terceira semana
de vida, quando comeca a ocorrer um decréscimo na taxa de eliminagdo dos mesmos
(SANTIN et al., 2004). Além disso, C. parvum pode ser responsavel também pelo pequeno
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percentual de infeccdo em bezerros na fase pos-desmame e novilhas (FAYER et al., 2007,
MUHID et al., 2011).

Cryptosporidium andersoni estd associado a infeccdo de animais jovens e adultos,
porém geralmente sem a presenca de sintomatologia clinica, como pode ser observado em C.
parvum (SANTIN et al., 2004). Animais infectados por C. andersoni podem apresentar
sintomas de gastrite, diminui¢do da producdo de leite e baixo ganho de peso (WANG et al.,
2011b). Picos de infeccdo por C. andersoni podem ser observados principalmente em
bezerros entre trés e sete meses de idade (SANTIN et al., 2004), porém podem ser
encontrados comumente parasitando animais entre trés e 11 meses de idade (WANG et al.,
2011b).

Cryptosporidium bovis e C. ryanae normalmente podem ser encontrados infectando
bezerros desmamados e novilhos, sendo a infeccdo por C. bovis considerada como mais
comum que a por C. ryanae, ambas sem apresentar sintomatologia clinica (WANG et al.,
2011b; KVAC et al., 2011; MUHID et al., 2011).

A prevaléncia de C. bovis pode variar de um local para o outro, um estudo conduzido
na China observou a presenca desta espécie em bezerros na faixa etaria entre trés e 11 meses
enquanto que nos EUA esta espécie foi encontrada em animais a partir de dois meses de vida
(WANG et al., 2011b).

Cryptosporidium ryanae pode ser encontrado infectando bezerros nas fases pré e pos-
desmame, apresentando maior prevaléncia em animais com mais de trés meses de idade
(FAYER et al., 2007; SZONY!| et al., 2008).

2.5. O Manejo dos Animais e a Criptosporidiose

Problemas gastrintestinais sdo muito comuns em bovinos, principalmente em bezerros
com menos de 12 meses de idade, podendo acarretar diversas perdas econémicas devido a
baixa produtividade dos animais por apresentarem-se debilitados (GULLIKSEN et al., 2009;
BARTELS et al., 2010). Para que os bezerros se tornem animais adultos produtores de leite €
imprescindivel que estes crescam sem problemas de satde (BARTELS et al., 2010). Dessa
forma, faz-se necessario a ado¢do de algumas medidas profilaticas, tendo em vista a baixa
eficacia de medicamentos no tratamento da criptosporidiose bovina (HARP; GOFF, 1998;
NYDAM; MOHAMMED, 2005; COSENDEY et al., 2008; DE WAELE et al., 2010).

O tratamento da criptosporidiose em bovinos se restringe a estudos laboratoriais, mas
até o0 momento nédo existem drogas especificas para serem administradas, ndo s6 em bovinos
mas em qualquer outro hospedeiro. Em um hospedeiro com sintomatologia clinica de
criptosporidiose é preconizado a reposi¢do de fluidos e eletrolitos, dessa forma torna-se
importante minimizar a exposi¢do dos bezerros ao protozoario através da adocdo de medidas
profilaticas (HARP; GOFF, 1998).

Algumas medidas importantes devem ser adotadas em relagdo ao manejo dos animais,
dentre elas podemos citar o uso adequado do colostro para auxiliar na construcdo da
imunidade dos bezerros, a higienizacdo e a lotacdo adequada das baias, além da separacdo de
animais infectados (que apresentem ou ndo sintomas clinicos) (HARP; GOFF, 1998;
GULLIKSEN et al., 2009; DE WAELE et al., 2010).

Sabe-se ainda que os oocistos de Cryptosporidium sdo altamente resistentes a acdo de
desinfetantes e algumas varidveis ambientais (HARP; GOFF, 1998; NYDAM,;
MOHAMMED, 2005; DE WAELE et al., 2010), porém estes estdo susceptiveis a altas
variacoes de temperatura e a desidratacdo (HARP; GOFF, 1998). Dessa forma, outra maneira
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de diminuir a quantidade de oocistos no ambiente seria manter os animais confinados em
locais livres de umidade (HARP; GOFF, 1998; NYDAM; MOHAMMED, 2005).

O estabelecimento de medidas para o controle da infeccdo por Cryptosporidium
parvum em bezerros torna-se muito importante, pois além de minimizar os impactos
econémicos na cadeia produtiva do leite também auxilia na reducédo dos problemas relativos a
salde publica e a contaminacdo ambiental (HARP; GOFF, 1998; DE WAELE et al., 2010).

2.6. A Contaminacdo Ambiental por Cryptosporidium sp.

Estudos epidemiologicos apontam a contaminacdo ambiental por Cryptosporidium
como uma das principais fontes de infeccdo para os animais e para o ser humano (BAJER,
2008; CHAKO et al., 2010). Acredita-se que os animais, em especial os de producéo,
desempenham papel importante na contaminacdo do meio ambiente, pois 0 protozoario é
abundantemente encontrado em diversos tipos de criacdes (BAJER, 2008).

O transporte dos oocistos de Cryptosporidium é facilmente feito pela &gua, porém
ainda ndo se sabe ao certo como eles chegam as fontes hidricas (HUNTER; THOMPSOM,
2005; BOYER; KUCZYNSKA, 2010). Supde-se trés rotas distintas de contaminagdo dos
reservatorios, a primeira seria a deposicdo das fezes diretamente na agua ou em suas
proximidades (BOYER; KUCZYNSKA, 2010), seja ela feita por animais que estejam a pasto
mantidos préximos a aguadas ou pela fertilizacdo de pastagens e plantacdes as margens de
fontes hidricas utilizadas para irrigacdo (FARIZAWATI et al., 2005; BAJER, 2008; BOYER;
KUCZYNSKA, 2010). Outras duas maneiras de contaminacdo seriam pelo carreamento dos
oocistos para o leito dos rios através da lixiviacdo do terreno e por ultimo pela infiltracdo da
agua no solo juntamente com as formas infectantes (BOYER; KUCZYNSKA, 2010).

Os animais ndo séo os Unicos culpados pela contaminacdo do meio ambiente, o esgoto
humano ‘in natura’ despejado diretamente em reservatérios e fontes de dgua também sdo
responsaveis pela ampla contaminacdo ambiental e por ocasionar graves surtos de
criptosporidiose como o ocorrido em Milwaukee nos EUA em 1993 (CHAKO et al., 2010).

2.7. A Transmissdo e Importancia Como Zoonose

A criptosporidiose é adquirida pelo hospedeiro através da ingestdo de oocistos. A
infeccdo possui diferentes rotas de transmissdo, podendo ocorrer direta ou indiretamente
através do contato pessoa-pessoa, animal-animal, homem-animal e através da ingestdo de
agua e alimentos contaminados (FAYER et al., 2000; FELTUS et al., 2006; NICHOLS, 2007;
XIAO; RYAN, 2007; NG et al., 2008; HILL et al., 2011; CHALMERS; GILES, 2010). As
principais rotas de transmissdo de C. parvum foram descritas por NICHOLS (2007) e
encontram-se representadas na figura 1.
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Figura 1 — As possiveis rotas de transmissao de Cryptosporidium parvum (NICHOLS, 2007).

Desde a década de 80, os bovinos vém sendo considerados como 0s grandes
responsaveis pela criptosporidiose zoonoética (XIAO; FENG, 2008). O contato com bezerros
infectados por Cryptosporidium é apontado como sendo a principal causa de pequenos surtos
de criptosporidiose (HILL et al., 2011; CHALMERS; GILES, 2010), especialmente em
estudantes de veterinaria, pesquisadores, tratadores e criancas que frequentam feiras rurais e
acampamentos (NICHOLS, 2007; XIAO; FENG, 2008; CHALMERS; GILES, 2010; DIXON
et al., 2011). Porém, o papel dos animais, em especial os de producdo e de companhia, na
transmissdo da criptosporidiose humana ainda ndo foi completamente definido. Tal incerteza
provavelmente esta relacionada as similaridades morfoldgicas entre os oocistos que infectam
ou ndo o homem (XIAO; FENG, 2008).

Recentes estudos epidemiologicos e microbiolégicos defendem a hipotese de que o
contato direto com bovinos, principalmente bezerros, é a principal forma de infeccdo do
homem por C. parvum (HILL et al., 2011).

Ao contrario dos bovinos, o papel dos animais de companhia na transmissdo da
criptosporidiose humana é de pouca importancia. Animais de companhia sd@o mais
frequentemente infectados com espécies especificas (XIAO; FAYER, 2008). Desta forma, 0s
cdes sdo quase que exclusivamente infectados com Cryptosporidium canis e gatos com C.
felis.

O papel de cées e gatos na transmissdo da criptosporidiose humana parece bastante
limitado. De fato, infecgOes por C. canis e C. felis sdo raramente relatados em seres humanos,
apesar da proximidade com os mesmos (XIAO; FAYER, 2008). Durante muito tempo
acreditou-se que animais como os cées teriam grande parcela de culpa na doencga transmitida
aos humanos, no entanto, tal fato era baseado principalmente na observacdo da transmissao
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direta de C. parvum de bezerros para 0 homem e na crenca erronea de que a espécie, C.
parvum, é responsavel pela criptosporidiose em todos os mamiferos (XIAO; FENG, 2008).

Acreditava-se que Cryptosporidium parvum € uma das Unicas espécies zoonoticas
capaz de infectar humanos imunocompetentes e imunocomprometidos (FELTUS et al., 2006;
XIAO; FENG, 2008). Porém, individuos imunocomprometidos podem ser acometidos por
outras espécies de Cryptosporidium como C. canis, C. felis, C. meleagridis, C. muris, C.
andersoni, C. suis, dentre outros (XIAO; FENG, 2008; CHALMERS; GILES, 2010).

Humanos imunocompetentes, principalmente criangas, podem esporadicamente ser
acometidos por outras espécies de Cryptosporium além de C. parvum. Estudos moleculares
realizados em diversas partes do mundo demonstraram a infeccéo de individuos adultos HIV-
soronegativos e criancas por C. canis, C. felis e C. meleagridis (XIAO; FENG, 2008;
CHALMERS; GILES, 2010).

Em criancas, a infeccdo por C. canis, C, felis e C. meleagridis pode ser acompanhada
por quadros de diarréia. Geralmente a infeccdo por estas espécies acomete a populacdo de
paises em desenvolvimento, onde a co-infeccdo por espécies/gendtipos de Cryptosporidium é
relativamente comum (CHALMERS; GILES, 2010). Tais espécies consideradas incomuns em
humanos podem emergir como importantes zoonoses quando mudancas socioeconémicas e
ambientais favorecerem a sua transmisséo (XIAO; FENG, 2008).

2.7.1. Cryptosporidium parvum x Cryptosporidium hominis

A criptosporidiose em humanos vem sendo relatada desde 1976, quando foram
descritas as primeiras infeccdes (MORGAN-RYAN et al., 2002). A partir dai, a infeccdo ja
foi documentada em 95 paises, geralmente sendo atribuida a dois genétipos de
Cryptosporidium parvum, o gen6tipo antroponético humano | (subtipo Ih) e ao genétipo
zoonético bovino Il (subtipo lic) (MORGAN-RYAN et al., 2002; CHAKO et al., 2010;
CHALMERS; GILES, 2010). Apés diversos estudos baseados na transmissdo experimental da
infeccdo pode-se concluir que o gen6tipo humano e o gendtipo bovino de C. parvum
possuiam caracteristicas bioldgicas distintas, sendo assim deveriam ser classificados como
espécies diferentes. Dessa forma, em 2002 foi proposta uma nova nomenclatura para o
gendtipo humano de C. parvum, passando a ser designado como a espécie Cryptosporidium
hominis (MORGAN-RYAN et al., 2002).

Cryptosporidium parvum, juntamente com C. hominis sdo responsaveis por
aproximadamente 90% dos casos de criptosporidiose registrados em humanos (NG et al.,
2008; XIAO; FENG, 2008; CHALMERS; GILES, 2010). A prevaléncia das espécies pode
variar de acordo com o local em que elas se encontram além das caracteristicas socio-
econbmicas do mesmo (XIAO; FENG, 2008; CHALMERS; GILES, 2010). Ambas as
espéecies podem acometer individuos imunocompetentes e imunodeprimidos em diversos
paises, apenas apresentando variagdo na prevaléncia entre elas. Em paises como a Inglaterra,
Pais de Gales, Irlanda do Norte, Franca, Suica, Portugal, Eslovénia e Nova Zeléndia o
percentual da doenca em humanos atribuido a C. parvum € ligeiramente maior do que o
descrito para C. hominis. (XIAO; FENG, 2008; CHAKO et al., 2010). Em contrapartida, na
América do Sul, Africa, Estados Unidos, Canada, Austréalia e Japao a infecgdo por C. hominis
é mais prevalente do que a infecgéo atribuida a C. parvum (NG et al., 2008; XIAO; FENG,
2008; CHAKO et al., 2010).

Geralmente, a maioria dos casos de criptosporidiose relacionados a infec¢do por C.
parvum € observado em éareas rurais, devido, principalmente, a elevada concentracdo de
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bovinos jovens (NG et al., 2008; XIAO; FENG, 2008). Ja a infeccdo causada por C. hominis,
normalmente, é mais prevalente em &reas urbanas, pois esta relacionada, principalmente, ao
consumo de agua potavel contaminada e sua utilizacdo para o lazer (XIAO; FENG, 2008;
CHAKO et al., 2010).

2.8. Cryptosporidium sp. em Bovinos no Brasil

Poucos estudos a respeito da criptosporidiose bovina foram desenvolvidos no Brasil
utilizando ferramentas moleculares para a identificacdo das possiveis espécies causadoras da
infeccdo nestes animais (HUBER et al., 2007; THOMAZ et al., 2007; SEVA et al., 2010;
MEIRELES et al., 2011). Tais estudos se tornam ainda mais escassos quando nos referimos a
identificacdo de genotipos/subtipos de Cryptosporidium (MEIRELES et al., 2011).

Em um estudo realizado no Estado de S&o Paulo, utilizando bezerros com até 30 dias
de idade, foram observadas as quatro espécies principais de Cryptosporidium descritas em
bovinos. Cryptosporidium parvum foi a espécie de maior prevaléncia, e todos os seus
gendtipos foram diagnosticados, utilizando o gene alvo GP60, como pertencentes ao subtipo
11aA15G2R1. O estudo relatou ainda o primeiro registro de C. ryanae no pais (MEIRELES et
al., 2011).

Tendo em vista a escassez de registros relacionados a infeccdo de bovinos pelo
protozoario, faz-se necessario a realizacdo de novos estudos para avaliarmos principalmente o
potencial zoon6tico das espécies de Cryptosporidium existentes no pais e 0s riscos que estas
trazem a populacdo e ao meio ambiente.

2.9. Estudos Filogenético

A utilizacdo de ferramentas moleculares no estudo da criptosporidiose vem
contribuindo para uma melhor compreensdo da biologia e epidemiologia do protozoario, pois
auxilia no diagnostico da protozooose e principalmente na diferenciacdo das
espécies/gendtipos de Cryptosporidium (XIAO; RYAN, 2007).

Atraves do desenvolvimento de tais ferramentas, diversos estudos foram conduzidos
visando caracterizar genotipicamente as espécies de Cryptosporidium, criando assim a
oportunidade de serem realizadas pesquisas sobre a filogenia do parasito (BARTA,
THOMPSON, 2006).

Em particular, o gene SSUrRNA possui algumas propriedades que o faz ser altamente
informativo no que se refere a afinidade filogenética entre os diferentes niveis taxonémicos,
sendo este amplamente utilizado para analisar diversos grupos dentro do filo Apicomplexa
(CARRENO et al, 1999). As vantagens inerentes ao gene SSUrRNA séo: Seu elevado nimero
de codpias e a presenca de regiGes conservadas intercaladas com regides de elevado
polimorfismo, o que facilita o desenho de ‘primers’. Porém, alguns cuidados devem ser
tomados em relacdo a escolha das sequéncias a serem utilizadas para amplificar as espécies de
Cryptosporidium, pois estas sdo frequentemente conservadas entre organismos eucariotos,
podendo assim ser amplificados por outros parasitos apicomplexos (XIAO; RYAN, 2007).

Alguns estudos filogenéticos demonstraram que o género Cryptosporidium ndo se
encontra tdo intimamente relacionado aos coccidios como se suspeitava anteriormente,
estando estes mais proximo as gregrarinas (CARRENO et al, 1999; LEANDER et al., 2003;
BARTA; THOMPSON, 2006; FAYER, 2007; STOCKDALE et al., 2007). Segundo
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CARRENO et al. (1999), a arvore filogenética na qual o género Cryptosporidium encontra-se
inserido esta representado na figura 2.
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Figura 2 — Arvore consenso, utilizando maxima parciménia, retratando a relacdo entre
gregarinas, Cryptosporidium e outros representantes do filo Apicomplexa (CARRENO et al.,
1999).

Através do estudo da arvore filogenética apresentada por CARRENO et al (1999)
pode-se observar a proximidade entre as gregarinas, representadas pelos géneros Gregarina,
Monocystis e Ophiocystis, € o grupo monofilético formado pelas diferentes espécies do género
Cryptosporidium. Barta; Thompson, (2006) descreveram um panorama semelhante, onde as
espécies de Cryptosporidium encontram-se intimamente relacionadas as gregarinas devido a
presenca de um ancestral comum pertencente ao superfilo Alveolata. Tal ancestral tambem
seria comum a subclasse Coccidia, que possuiria uma relacdo mais distante com as gregarinas
e 0 género Cryptosporidium.

A distante relacdo filogenética entre o género Cryptosporidium e 0s demais coccidios
poderia explicar por que ambos possuem caracteristicas tdo distintas (tabela 4) (BARTA,
THOMPSON, 2006).
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Tabela 4 — Diferencas entre o género Cryptosporidium e os demais grupos de coccidios.

CARACTERISTICA

Cryptosporidium

OUTROS GRUPOS DE
COCCIDIOS

Localizacéo dentro da
célula do hospedeiro

Organela de
fixacdo/alimentacio

Morfologia da parede
de oocistos

Tamanho do oocisto

Esporocisto e micropila

Desenvolvimento
extracelular

Sizigia em estégios
extracitoplasmatico

Apicoplasto

Complexidade das vias
biossintéticas

Sensibilidade a drogas
anticoccidias

Especificidade por
hospedeiro

Patogenicidade

Intracelular, porém
extracitoplasmatico

Presente
Dois tipos: com parede
espessa e parede fina

Pequeno (5-7,4 um x 4,5-5,6
Hm)

Ausente

Sim

Sim

Perdido

Simplificado

Sem sensibilidade

Baixa

Ainda ndo é bem definida

Completamente
intracelular

N&o esta presente
Somente parede espessa
Grande (9-38 um x 7-39
pm)

Presente

Nao

Nao

Presente

Mais complexo

Sensivel

Alta

Definida

Fonte: Modificado de BARTA; THOMPSON, 2006

Além da utilizagdo do gene SSUrRNA, o gene alvo, GP60, vem sendo utilizado em
estudos epidemioldgicos e filogenéticos (XIAO; RYAN, 2007). O gene alvo GP60 pode ser
considerado um microsatélite, possuindo repeticdes ‘tandem’ dos trinucleotideos
TCA/TCG/TCT na extremidade 5’ do gene, responsaveis pela codificagdo da serina. Além
das variagdes no nimero de repetices dos trinucleotideos, existem diferencas na sequéncia
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em regides ndo repetitivas, o que caracteriza cada familia de subtipo de C. parvum e C.
hominis (XIAO; RYAN, 2007; XIAO, 2010). As familias de subtipos de Cryptosporidium
sdo diferenciadas entre si através de uma sequéncia primaria. Os membros destas familias de
subtipos se diferem principalmente devido ao numero de repeti¢fes dos trinucleotideos TCA,
TCG e TCT. O gene GP60 é considerado o marcador polimorfico mais identificado dentro do
genoma de Cryptosporidium, e por isso, este estd sendo amplamente utilizado para a
subtipagem das espécies (XIAO; RYAN, 2007). As familias de subtipos de Cryptoporidium
mais comumente identificados estao representadas na figura 3.
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Figura 3 — RelacGes filogenéticas entre os principais subtipos de C. parvum (I1) e C. hominis
(1) baseado na analise Neighbor-Joining, utilizando o gene alvo GP60 (XIAO; RYAN, 2007).

Observando a relacdo filogenética entre os subtipos de Cryptosporidium é possivel
verificar que C. parvum e C. hominis sdo grupos polifiléticos, onde algumas familias de
subtipos de C. parvum encontram-se mais proximas a C. hominis do que a outros subtipos do
préprio C. parvum (XIAO; RYAN, 2007).

No entanto, apesar de tais evidencias a classificacdo do género Cryptosporidium
continua com Vvarias controversas, ainda necessitando de muitos estudos para sua elucidagéo.
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3. CAPITULO |
PADRONIZACAO DE METODOLOGIAS DE EXTRACAO DE DNA E DA TECNICA

DA PCR UTILIZADA PARA O DIAGNOSTICO DE Cryptosporidium EM FEZES DE
BEZERROS
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RESUMO

A diferenciacdo entre espécies e subtipos de Cryptosporidium exclusivamente através da
miscrocopia é impossivel. Dessa forma, para obtermos um diagnéstico preciso do protozoério
devemos lancar mao de ferramentas moleculares. No entanto, para que o0 uso de tais
ferramentas seja satisfatorio deve haver uma padronizacdo das técnicas a serem empregadas.
No presente estudo, foram comparadas duas técnicas moleculares utilizadas para diagnosticar
com precisdo a infeccdo por Cryptosporidium em bovinos com a finalidade de padroniza-las.
Dentre elas foram testadas duas técnicas de extracdo de DNA, uma com kit de extracéo
comercial (protocolo 1) e outra um protocolo adaptado pelos pesquisadores (protocolo I1);
diversas temperaturas de anelamento para as reacdes de PCR-Nested utilizando como genes
alvo o 18S e GP60 e dois tipos de coloracdo de fragmentos de DNA em gel de agarose,
utilizando brometo de etidio e gelred como corantes. Através dos resultados obtidos neste
estudo foi observado que o protocolo | apresentou maior grau de pureza do DNA extraido do
que o protocolo Il. Foram estabelecidas novas temperaturas para uma otimizagdo das técnicas
de PCR-Nested tanto para o gene 18S quanto para o GP60; foi observada maior sensibilidade
do corante gelred quando comparado ao brometo de etidio, além disso, sua baixa toxicidade
facita o seu manuseio e descarte reduzindo a contaminagao ambiental.

Palavras-chave: Gene 18S, gene GP60, brometo de etidio, Gelred, padronizagao.
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ABSTRACT

The differentiation of species and subtypes of Cryptosporidium exclusively through
microscopy is impossible. Thus, to obtain an accurate diagnosis of the protozoa molecular
tools should be used. However, to have a satisfactory use of such tools a standardization
should be employed. In the present study, two molecular techniques routinely used in
diagnosis of Cryptosporidium in cattle were compared in order to evaluate and standardize
them. Among them were tested two techniques for DNA extraction, a commercial kit for
DNA extraction (protocol 1) and a protocol adapted by researchers (protocol II); various
annealing temperatures for PCR and Nested reactions using as gene targets the 18S and GP60,
and two types of DNA fragmentes staining in agarose gel, ethidium bromide and gelred. Due
the results of this study, could be observed that the protocol | had a higher purity when
compared to protocol Il in DNA extraction of Cryptosporidium spp. New annealing
temperatures were standardized to increase the PCR-Nested techniques using the gene targets
18S and GP60; a greater sensibility of the dye gelred was noted when compared with
ethidium bromide, in addition, its low toxicity facilitate the handling and the discart,
consequently reducing the environmental contamination.

Key words: Gene 18S, gene GP60, ethidium bromide, Gelred, standardization
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3.1. INTRODUCAO

A criptosporidiose € uma doenca entérica causada pelo protozoario do género
Cryptosporidium (MEIRELES et al., 2011). A infeccdo pode acometer diversas espécies de
vertebrados, dentre elas os bovinos e 0 homem (LAGKJ#R et al., 2007).

O protozoario, em bovinos, dependendo da espécie de Cryptosporidium, pode infectar
a mucosa intestinal ou estomacal (KVAC et al., 2006) sendo considerado uma importante
parasitose do ponto de vista da producdo animal e principalmente de satude publica (BECHER
etal., 2004).

O hospedeiro bovino pode se infectar com diversas espécies de Cryptosporidium,
porém quatro sdo descritas como principais C. parvum, C. andersoni, C. bovis e C. ryanae
(GEURDEN et al., 2007; FAYER, 2010). Dentre elas, Cryptosporidium parvum é a mais
preocupante devido ao seu potencial zoonético (DIAZ et al., 2010).

A diferenciacdo entre as espécies de Cryptosporidium e o diagnostico de gendtipos
zoondticos de C. parvum, apenas pela microscopia é impossivel devido as similaridade
morfométricas existentes entre 0s oocistos das diferentes espécies e genotipos (JEX;
GASSER, 2008; FAYER, 2010; DAS et al., 2011). Por esse motivo, as técnicas de biologia
molecular vém sendo cada vez mais utilizadas na tentativa de detectar e diferenciar espécies e
gendtipos de Cryptosporidium (XIAO, 2010). Dentre elas a técnica da PCR é considerada a
que apresenta maior sensibilidade para deteccdo do protozoario. Pois, mesmo que a amostra
utilizada apresente pequena quantidade de DNA de Cryptosporidium ap6s extracdo, o
material genético obtido pode ser amplificado milhares de vezes (LENG et al., 1996;
MORGAN; THOMPSON, 1998).

Nas Gltimas décadas, os bovinos vém sendo alvo de investigaces em diversas partes
do mundo, pois estes sdo considerados um dos principais hospedeiros de Cryptosporidium
parvum, espécie que possui subtipos com capacidade de infectar o homem. (ALVES et al.,
2006; CASTRO-HERMIDA et al., 2007; MENDONCA et al., 2007; BROGLIA et al., 2008;
COKLIN et al., 2009; DIXON et al., 2011; MEIRELES et al., 2011; NAZEMALHOSSEINI-
MOJARAD et al., 2011). Devido ao seu elevado potencial zoonético, a genotipagem do
protozoario vem sendo realizada principalmente através de técnicas de PCR-Nested e
sequenciamento, utilizando diferentes métodos de extracdo de DNA e genes alvos distintos
(BECHER et al., 2004; ALVES et al., 2006; CASTRO-HERMIDA et al., 2007; FENG et al.,
2007; GEURDEN et al., 2007; LAGKJ=R et al., 2007; MENDONCGCA et al., 2007; BROGLIA
et al., 2008; BROOK et al., 2008; COKLIN et al., 2009; KESHAVARZ et al., 2009; COKLIN
et al., 2010; DIAZ et al., 2010; FAYER et al., 2010a; FAYER et al., 2010b; DAS et al., 2011;
DIXON et al., 2011; MEIRELES et al., 2011; NAZEMALHOSSEINI-MOJARAD et al.,
2011), sendo os genes 18S e GP60 os mais frequentemente utilizados (XIAO, 2010).

O processo de extracdo de DNA € o primeiro passo para a caracterizacdo molecular de
uma espécie, sendo esta, uma etapa primordial para o sucesso da reacdo enzimaética a ser
empregada (ROMANO; BRASILEIRO, 1999). Diferentes metodologias estdo sendo
utilizadas para a obtencdo de DNA de Cryptosporidium sp., proveniente de amostras fecais de
bovinos. Os métodos de extracdo de DNA de Cryptosporidium descritos na literatura sao
diversos, podendo ser utilizados protocolos desenvolvidos pelos proprios pesquisadores, Kits
comerciais de extracdo de DNA ou até mesmo a associacdao entre ambos (BECHER et al.,
2004; CASTRO-HERMIDA et al., 2007; FENG et al., 2007; GEURDEN et al., 2007;
LAGKJ%R et al., 2007; MENDONCA et al., 2007; BROGLIA et al., 2008; COKLIN et al.,
2009; KESHAVARZ et al., 2009; COKLIN et al., 2010; DIAZ et al., 2010; FAYER et al.,
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2010a; FAYER et al., 2010b; DAS et al., 2011; DIXON et al., 2011; MEIRELES et al., 2011;
NAZEMALHOSSEINI-MOJARAD et al., 2011).

Além do protocolo de extracdo, deve-se escolher corretamente a substancia utilizada
no processo de coloragdo dos fragmentos de DNA em gel de agarose obtidas durante a PCR.
Existem no mercado diversas substancias com essa finalidade, dentre elas podemos citar o
brometo de etidio, SYBR Gold, SYBR Green, GoldView, GeneFinder, GoldStar, Gelgreen e
Gelred (HUANG,; FU, 2005; HUANG et al., 2010).

Apesar das desvantagens da utilizagdo do brometo de etidio, como elevado nivel de
toxidez, grande potencial mutagénico (HUANG; FU, 2005) e dificil descontaminacédo
ambiental, este corante ainda € o mais comumente utilizado na visualizacdo de fragmentos de
DNA de Cryptosporidium spp. (GEURDEN et al., 2007; BROGLIA et al., 2008; COKLIN et
al., 2009; FAYER et al., 2010a; DAS et al., 2011).

Gelred € um corante de acidos nucléicos, vermelho fluorescente, visivel em luz
ultravioleta do mesmo espectro utilizado para visualizacdo de brometo de etidio (HUANG et
al., 2010). Por fazer parte de uma nova geracdo de corantes, possui caracteristicas quimicas
desenvolvidas para minimizar a possibilidade de interacdo do produto com o acido nucléico
de células vivas, sendo considerado de baixa toxidade e pouco mutagénico. Além destas
caracteristicas, possui ainda a vantagem de apresentar baixos niveis de contaminacao
ambiental (HUANG et al., 2010; manual do fabricante: htpp//www.biotium.com). Estudos
utilizando gelred ainda sdo escassos, sendo inexistentes relatos de sua utilizacdo como método
de coloracgdo de fragmentos de DNA de Cryptosporidium sp. em gel de agarose.

O presente estudo teve por objetivo a comparacdo de dois métodos de extracdo de
DNA em amostras fecais positivas no diagnostico microscopico para presenca de oocisto de
Cryptosporidium sp., provenientes de bezerros; comparar dois métodos de coloragdo de
fragmentos de DNA obtidos dessas amostras em gel de agarose e estabelecer as melhores
condigdes para amplificacdo de fragmentos de DNA de Cryptosporidium sp. utilizando como
genes alvo 0 185 e GP60.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Origem das Amostras, seu Processamento e Diagndstico Microscopico

Amostras fecais foram obtidas de trés bezerros naturalmente infectados e
considerados positivos para Cryptosporidium spp. pela microscopia optica. As fezes,
contendo os oocistos de Cryptosporidium, utilizadas na fase inicial do estudo foram
processadas no Laboratorio de Protozoologia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

As amostras foram identificadas, homogeneizadas com agua destilada e filtradas com
0 auxilio de um tamis plastico descartavel revestido com gaze para a retirada de residuos
grosseiros. Apos a filtragem a solucdo foi distribuida em quatro tubos de ensaio cénicos e
centrifugados durante 10 minutos a 402,4 xg. Apds este procedimento, o sobrenadante foi
descartado restando apenas o sedimento.

Um tubo de cada amostra foi selecionado e homogeneizado novamente com solucéo
saturada de acucar (densidade especifica de 1,30 g/ml) ao passo que o restante dos tubos foi
armazenado sob refrigeracdo a uma temperatura aproximada de 4°C. Apds a homogeneizagéo
com a solucdo saturada de acucar, o material passou por uma nova centrifugacdo durante 10
minutos a 402,4 xg.

Posteriormente, a segunda centrifugacdo os tubos referentes a cada amostra, foram
completados com solucdo saturada de agucar até formar um menisco na superficie. Estes
foram cobertos com uma laminula de vidro por um periodo de cinco minutos. Logo ap6s, a
laminula foi retirada da superficie do tubo e colocada sobre uma lamina de vidro e levada para
avaliacdo microscépica. As amostras foram consideradas positivas para Cryptosporidium spp.
pela observacdo de oocistos na microscopia éptica de campo claro e contraste de fase. As
amostras foram quantificadas de acordo com o nimero de oocistos observados no campo
visual.

3.2.2. Extracdo de DNA

Para cada amostra foram utilizados dois protocolos distintos de extracdo visando a
comparacdo entre ambos. O primeiro protocolo utilizado (Protocolo de Extracdo 1) foi o kit
comercial da Qiagen (‘QlAamp DNA Stool Mini Kit’) (GEURDEN et al., 2007; LAGKJ£R
et al., 2007; COKLIN et al., 2009; DAS et al., 2011). O segundo protocolo de extragdo
(Protocolo de Extracao I1) utilizado foi adaptado por HUBER et al., (2007).

3.2.2.1. Protocolo de extracéao |

A utilizacdo do kit comercial ‘QlAamp DNA Stool Mini Kit’ (GEURDEN et al.,
2007; LAGKJzR et al.,, 2007; COKLIN et al.,, 2009; DAS et al., 2011), seguiu as
recomendac0es especificada pelo fabricante, com pequenas modificagdes.

Os dois periodos de incubacdo do material foram realizados a uma temperatura de
95°C, porém para incubagdo mais longa (10 minutos) foi utilizado um agitador com controle
de temperatura, a uma rotacdo de 1000 rpm para auxiliar na homogeneizacédo das amostras.
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Ao final da extracdo as amostras foram eluidas em 100 pl de tampdo AE (fornecido
pelo fabricante) ao invés de 200 ul como sugeria 0 manual de instrucdes (FAYER et al.,
2010a).

3.2.2.2. Protocolo de extracao Il

Para a execucgédo do protocolo de extracdo, foram utilizados 200 pl da suspenséo fecal,
obtida atraves de centrifugo-sedimentacdo e mantidas sob refrigeracdo a aproximadamente
4°C. O material fecal foi transferido para um microtubo de 1,5 ml, onde foram adicionados
500 pl de DNAzol® (Invitrogen), 70 pl de solucdo de polivinilpirrolidona a 10% (PVP,
Sigma) e aproximadamente 0,2 g de pérolas de vidro com 425-600 um de diametro (Sigma).
Cada tubo foi agitado trés vezes com o auxilio de um agitador durante dois minutos a 2000
rpm. Ao ser retirado do agitador, o material foi incubado por 60 minutos em termobloco a
uma temperatura de 96°C. Apds aguecimento, o material foi centrifugado por 20 segundos a
14.000 rpm e o sobrenadante transferido para outro microtubo de 1,5 ml com o auxilio de uma
pipeta. O microtubo contendo o sobrenadante foi centrifugado por 20 minutos a 14.000 rpm.

Em um novo microtubo, de 1,5 ml, foram pipetados 50 pg de glicogénio (20 mg/ml -
Invitrogen). Onde foram transferidos, aproximadamente, 600 pl do sobrenadante obtido na
centrifugacdo anterior. O material foi precipitado utilizando 1 ml de etanol absoluto (Merck).
O microtubo foi levemente homogeneizado e centrifugado por cinco minutos a 14.000 rpm.
Ao final da centrifugacgéo, o sobrenadante foi descartado.

O sedimento obtido posteriormente a centrifugacdo foi lavado com 500 pl de etanol
95% (Merck) e o material centrifugado durante cinco minutos a 14.000 rpm. Sendo este
processo repetido apos seu término.

O sobrenadante foi descartado ap6s a repeticdo do processo, e o pellet formado no
microtubo ressuspenso em 500 pl de DNAzol® e homogeneizado com o auxilio de um
agitador.

O material foi centrifugado por 10 minutos a 14000 rpm e o sobrenadante transferido
para outro microtubo de 1,5 ml com o auxilio de uma pipeta onde foi precipitado novamente
com 500 pl de etanol absoluto. O conteddo do microtubo foi levemente homogeneizado e
centrifugado por cinco minutos a 14.000 rpm.

O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi descartado e o sedimento lavado com
500 pl de etanol 95% e centrifugado por cinco minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e 0 processo repetido.

Apos a ultima centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o excesso de alcool dos
tubos secos com o auxilio de um papel toalha. Os microtubos foram colocados com as tampas
abertas no termobloco a 56°C até que o alcool evaporasse por completo.

O sedimento foi ressuspenso em 100 ul de Tris-EDTA (Phoneutria). Os microtubos
contendo o DNA foram mantidos a -20° C até serem utilizados.

3.2.3. Qualidade do DNA Extraido

Apo0s a realizacdo dos protocolos de extracdo (I e Il), 10 ul de cada amostra foram
aplicados em gel de agarose a 1% (100V por 40 minutos), utilizando o sistema de eletroforese
(Mupid-ex UMini-gel Basic System/MEX-002), para observar a integridade do DNA
extraido. Todo o material foi corado com GelRed™ (10X) e brometo de etidio (5pg/ml). A
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visualizacdo do DNA foi feita sob luz ultravioleta, e os géis analisados e fotografado através
do sistema de captura Bio-Rad.

Além disso, a qualidade do DNA também foi observada com o auxilio do
espectofotometro (Nanodrop 2000), onde foi quantificada a relagéo de absorbéancia 260/280,
de cada amostra.

3.2.4. Métodos de Coloracao de Géis de Agarose

Duas metodologias de coloracdo foram utilizadas pava evidenciar o DNA de
Cryptosporidium spp. em gel de agarose, sendo a primeira delas através da coloracdo por
brometo de etidio e a segunda por GelRed ™.

As solucdes estoque de brometo de etidio e GelRed™ utilizadas no estudo foram
respectivamente 5mg/ml e 10.000X.

A coloracdo dos fragmentos de DNA por brometo de etidio foi feita através da imerséo
do gel de agarose, ap6s corrida, em uma solucdo de uso a uma concentracdo de 5ug/ml  por
dez minutos.

A solucdo de uso de GelRe utilizada no estudo encontrava-se 10X concentrada.
Para cada 5 pl de amostra de DNA foram aplicados 2pl de GelRed™ 10X juntamente com
1 pl do tampdo de amostra ‘loading buffer’ 6X — tipo 11l (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) na
amostra.

Ambos os corantes foram visualizados através da utilizacdo de um transiluminador de
luz ultravioleta, com comprimento de onda na faixa de 548-630 nm e utilizando filtro de cor
émbar,T&ompativel para visualizacdo de fragmentos de DNA utilizando brometo de etidio e
Gelred ™.

dTM

3.2.5. Controles Positivo e Negativo da Reacdo de PCR Primario e PCR-Nested

Para a padronizacdo das reacdes de PCR priméaria e PCR-Nested foi utilizado um
controle positivo de Cryptosporidium parvum, previamente sequenciado e depositado no
‘GenBank’ sob nimero de acesso DQ885333 (HUBER et al., 2007 ).

Cada reacdo de PCR e Nested-PCR possuia um controle positivo, onde eram utilizados
1 ul da amostra concentrada para C. parvum.

Com a finalidade de estabelecer um limite de detecgédo seguro do controle positivo de
ambas as reacOes, foram efetuadas cinco diluicbes do controle utilizando agua ultrapura
(‘Nuclease-free water’ — Promega) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Controle positivo para Cryptosporidium, suas dilui¢cbes e concentracGes de DNA.

CONCENTRACAO DE ACIDO

AMOSTRAS CONTEUDO DO MICROTUBO NUCLEICO (ng/um)

15 ul de material purificado contendo
Concentrada DNA de Cryptosporidium parvum 17,0

45 ul de agua ultrapura + 5 pl da
Diluicéo 1 amostra concentrada 3,5

45 pl de dgua ultrapura + 5 pl
Diluicéo 2 da diluigéo 1 0,6

45 pl de &gua ultrapura + 5 pl
Diluicéo 3 da dilui¢o 2 0,0

45 pl de &gua ultrapura + 5 pl
Diluicéo 4 da dilui¢do 3 0,0

45 pl de dgua ultrapura + 5 pl

da diluicio 4 0,0

Diluicéo 5

A amostra concentrada e suas diluicdes foram amplificadas e purificadas para
posteriormente serem quantificadas através do espectrofotémetro (Nanodrop 2000).

Como controle negativo da reacdo foi utilizado 1 pl de agua ultrapura (‘Nuclease-free
water’ — Promega).

3.2.6. Padronizacdo das Reacdes de PCR Primaria e Nested-PCR para o Gene 18S

A reacdo em cadeia da polimerase, mais conhecida como a PCR, pode utilizar dois
pares de iniciadores ou ‘primers’. Na primeira reagdo de PCR tendo como gene alvo o
SSUrRNA ou 18S, utilizando os ‘primers’ 18SF: 5°- TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3°
(‘forward’) e 18SR: 5- CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-3" (‘reverse’), espera-se obter
amplicons com 1.325 pb (XIAO et al., 1999a; FAYER et al., 2010a).

Para a Nested-PCR, tendo 0 mesmo gene como alvo e utilizando os ‘primers’ 18SNF:
5-GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG-3" (‘forward’) e 18SNR: 5°- AAG GAG
TAA GGA ACA ACC TCC A-3" (‘reverse’), espera-se obter amplicons de aproximadamente
830 pb (826 a 864 pb), dependendo da espécie de Cryptosporidium diagnosticada (XIAO et
al., 1999a; FAYER et al., 2010a).

Na realizagdo da PCR priméria, foram utilizados 4 mM de MgCl; (Invitrogen), 0,2 uM
de cada ‘primer’ (18SF e 18SR — Invitrogen), Tamp&o Taq 1X (Invitrogen), 200 uM de cada
desoxirribonucleotideo (ANTPs — Invitrogen), 1,0 U ‘Platinum Taq Polymerase’ (Invitrogen),
1 ul de DNA da amostra e agua ultrapura (‘Nuclease-free water’ — Promega) até completar o
volume final de 25 pl.

Para a reacdo da Nested-PCR foram utilizadas as mesmas condic¢des da PCR primario,
exceto pela diminuicdo da concentracdo de MgCl, que passou a ser 2 mM e a utilizagdo de 0,2
UM do ‘primer’ 18SNF e 0,2 uM do ‘primer’ 18SNR.

Os ciclos termais utilizados para a realizacdo das reagdes da PCR-Nested tiveram
como ponto de partida a temperatura de 94°C por trés minutos (‘hot start’), sequida de um
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total de 35 ciclos onde ocorreu a desnaturacdo do DNA a 94°C por 45 segundos, hibridizacédo
dos oligonucleotideos através de um gradiente de temperatura que variou de 55° a 60°C por
45 segundos e a extensdo da cadeia de DNA dos produtos formados a 72°C por um minuto.
Ao final dos 35 ciclos foi realizada uma etapa de extensdo a 72°C por sete minutos.

Ap0s a execucdo de todos os ciclos, os microtubos contendo 25 pl de amostra foram
retirados do termociclador e 5 pl do material visualizado através da eletroforese em gel de
agarose a 1% (100V por 40 minutos), corado com brometo de etidio (5pg/ml) e GelRed™
(1X).

O tampdo de amostra utilizado foi ‘loading buffer’ 6X — tipo Il (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001) e o marcador usado como peso molecular foi ‘1Kb Plus DNA Ladder’
(Invitrogen).

Os géis de agarose foram posteriormente observados sob luz ultravioleta, analisados e
fotografados.

3.2.7. Padronizacao das ReacBes da PCR Primaria e Nested-PCR para o Gene GP60

O controle positivo para esta reagdo, foi o0 mesmo utilizado para o Gene 18S, passando
assim por mais uma nova reacao da Nested-PCR, desta vez utilizando o gene alvo GP60 (60
kDa glycoprotein).

Os ‘primers’ utilizados na reacdo de PCR foram AL3531: 5’-ATA GTC TCC GCT
GTA TTC-3’ (‘forward’) e AL3534: 5°-GCA GAG GAA CCA GCA TC-3’ (‘reverse’),
esperando-se obter amplicons com 950 pb (PENG et al., 2003).

Para 0 Nested-PCR, tendo o mesmo gene como alvo e utilizando 0s ‘primers’
AL3532: 5-TCC GCT GTA TTC TCA GCC-3" (‘forward’) e AL3533: 5'-GAG ATA TAT
CTT GGT GCG-3" (‘reverse’), esperando-se obter amplicons de aproximadamente 550 pb
(PENG et al., 2003).

Os ciclos termais utilizados para a realizacdo das reacdes de PCR-Nested utilizando o
gene GP60 tiveram como ponto de partida a temperatura de 95°C por trés minutos (‘hot
start’), sequida de um total de 35 ciclos onde ocorreu a desnaturacdo do DNA a 94°C por 45
segundos, hibridizacdo dos oligonucleotideos através de um gradiente de temperatura que
variou de 50° a 60°C por 45 segundos e a extensao da cadeia de DNA dos produtos formados
a 72°C por um minuto. Ao final dos 35 ciclos foi realizada uma etapa de extensdo a 72°C por
dez minutos.

Para a visualizagdo dos fragmentos de DNA obtidos na PCR primaria e no Nested-
PCR foram utilizados os mesmos protocolos descritos anteriormente para as reagdes com 0
gene SSUrRNA.

Quando a identificacdo do espécime utilizando os ‘primers’ descritos acima foi falha
tentou-se amplificar um fragmento menor (~ 400 pb) do mesmo gene, GP 60, através do uso
dos ‘primers’ AL3531 e AL3533 na primeira reacdo de PCR e dos ‘primers’ AL3532 e
LX0029 (5 -CGA ACC ACA TTA CAA ATG AAG T- 3’ - ‘reverse’) no Nested-PCR
(SULAIMAN et al., 2005), utilizando 0 mesmo ciclo padrionizado anteriormente.

Todos os pares de ‘primers’ utilizados nas reacdes para o gene alvo GP60 foram
adquiridos na empresa Invitrogen.
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3.2.8. Purificacéo e Quantificacéo

A purificacdo do material obtido na reacdo de Nested-PCR foi realizada através a
utilizagdo do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System’ (Promega).

A quantificacdo do material purificado obtido foi realizada como auxilio de
espectofotometro, Nanodrop 2000.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Extragéo das Amostras

Ambos o0s protocolos de extracdo de DNA (I e Il) utilizados neste estudo foram
capazes de romper as paredes dos oocistos de Cryptosporidium sp., obtidos a partir amostras
fecais de bezerros, e expor o material genético do protozoario.

A qualidade do DNA obtido foi avaliada de duas maneiras distintas, sendo
primeiramente observada a relagdo de absorbancia obtida pela quantificagdo do material e a
segunda através da degradacdo de DNA presente no gel de agarose.

As concentragdes do DNA extraido assim como a relagdo de absorbéncia atraves da
quantificacdo encontram-se descritos na tabela 6.

No gel de agarose ndo foi observada a presenca de DNA para o protocolo de extragédo
I. J4, para o protocolo de extracdo Il foi observado degradacao do material extraido.

Tabela 6 — Quantificacdo e relacdo de absorbancia do DNA extraido de oocistos de
Cryptosporidium sp. obtidos em amostras fecais de bezerros.

AMOSTRA PROTOCOLO CONCENTRACAO DE RELACAO

DE ACIDOS NUCLEICOS 260/280
EXTRACAO (ng/ul)
1 [ 14,1 1,8
2 4,9 2,0
3 8,3 1,8
1 [ 35,9 1,9
2’ 13,7 1,8
3 100,2 1,3

3.3.2. Gradiente de Temperatura
3.3.2.1. Gene alvo 18S

Todas as amostras, contendo o DNA de Cryptosporidium foram extraidas utilizando o
protocolo de extracdo I, e submetidas a reacdo de PCR primario e Nested-PCR, com gradiente
de temperatura.

Baseado na visualizagdo dos produtos amplificados em gel de agarose, a melhor
temperatura de anelamento para a rea¢do da PCR primaria foi de 58°C (Figuras 4 e 5) e para a
reacdo da Nested-PCR a temperatura de anelamento escolhida foi de 59°C (Figuras 6 e 7).
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~1.325 pb

~1.325pb

~1.325 pb

M C+ C- C+ C- 2 3
55°C 56°C
M C+ C- C+ C- 2 3
57°C 58°C
M C+ C- C+ C- 2 3
59°C 60°C

Figura 4 — Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, reacdo da PCR com gradiente
de temperatura variando entre 55° e 60°C, gene 18S. As setas apontam para bandas
inespecificas. Tempo de exposic¢do a luz ultravioleta foi de aproximadamente 1 segundo. M:
marcador; C+: controle positivo da reacdo; C-: controle negativo da reacdo; 1: amostra 1; 2:
amostra 2 e 3: amostra 3.
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~1.325pb

~1.325pb

~1.325 pb

Figura 5 — Gel de agarose a 1% corado com GelRed™, reacéo de PCR com gradiente de
temperatura variando entre 55° e 60°C, gene 18S. As setas apontam para bandas inespecificas.
Tempo de exposicdo a luz ultravioleta foi de aproximadamente 1 segundo. M: marcador; C+:
controle positivo da reacdo; C-: controle negativo da reacdo; 1: amostra 1; 2: amostra 2 e 3:
amostra 3.
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~830 pb

~830 pb

~830 pb

Figura 6 — Gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, reacdo de Nested- PCR com
gradiente de temperatura variando entre 55° e 60°C, gene 18S. Tempo de exposi¢do a luz
ultravioleta foi de aproximadamente 1 segundo. M: marcador; C+: controle positivo da
reacdo; C-: controle negativo da reacdo; 1: amostra 1; 2: amostra 2 e 3: amostra 3.
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~830 pb

~830 pb

~830 pb

Figura 7 — Gel de agarose a 1% corado com GelRed™, reagdo de Nested- PCR com gradiente
de temperatura variando entre 55° e 60°C, gene 18S. Tempo de exposi¢do a luz ultravioleta
foi de aproximadamente 1 segundo. M: marcador; C+: controle positivo da reacdo; C-:
controle negativo da reacdo; 1: amostra 1; 2: amostra 2 e 3: amostra 3.
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3.3.2.2. Gene alvo GP60

As reacdes de PCR primaria e Nested-PCR realizadas para o gene GP60 utilizaram o
controle positivo e suas duas primeiras diluigdes como amostras.

Testes utilizando os pares de ‘primers’ descritos por PENG et al. (2003) ndo
demonstraram a eficiéncia esperada para as condi¢fes disponiveis no laboratério, dessa
forma, foram utilizados os ‘primers’ decritos por SULAIMAN et al. (2005) que
corresponderam bem as condi¢Oes laboratoriais utilizadas.

Com base nos resultados apresentados pelas figuras 8, 9, 10 e 11 a temperatura de
anelamento mais adequadas para as reacdes de PCR primaria e Nested-PCR foi 56,8°C.
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Figura 8 — Gradiente de temperatura, variando entre 50° e 60°C, utilizado nas reagdes de PCR
para o gene GP60 em gel de agarose 1% utilizando brometo de etidio. O tempo de exposicado
a radiacdo UV foi de aproximadamente 0,9 segundos. M: marcador; C+: amostra concentrada
do controle positivo, D1: diluicdo 1; D2: diluicdo 2 e C-: controle negativo.

com gradiente de temperatura.
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M C+ D1 D2 C- M C+ D1 D2 C-
~650 pb
50°C \ 51,6°C
M C+ D1 D2 C- M C+ D1 D2 C-
~650 pb
52,7°C \ \ 54°C
M C+ D1 D2 cC- M C+ D1 D2 C-
~650 pb
55,4°C \ \ \ 56,8°C
M C+ D1 D2 C- M C+ D1 D2 C-
~650 pb
58,1°C \ \ 59,2°C
M C+ D1 D2 C-
~650 pb \
60°C

Figura 9 — Gradiente de temperatura, variando entre 50° e 60°C, utilizado nas reac6es de PCR
para 0 gene GP60 em gel de agarose 1% utilizando GelRed ™. Seta aponta para banda de
aproximadamente 650 pb. O tempo de exposicdo a radiacdo UV foi de aproximadamente 0,9
segundos. M: marcador; C+: amostra concentrada do controle positivo, D1: diluicdo 1; D2:
diluicdo 2 e C-: controle negativo.
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~400 pb

~400 pb

~400 pb

~400 pb

~400 pb

Figura 10 — Gradiente de temperatura, variando entre 50° e 60°C, utilizado nas reagdes de
Nested-PCR para o gene GP60 em gel de agarose 1% utilizando brometo de etidio. O tempo
de exposicdo a radiagdo UV foi de aproximadamente 0,9 segundos. M: marcador; C+:
amostra concentrada do controle positivo, D1: diluicdo 1; D2: diluicdo 2 e C-: controle
negativo.
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~400 pb

~400 pb

~400 pb

~400 pb

~400 pb

Figura 11 — Gradiente de temperatura, variando entre 50° e 60°C, utilizado nas reacGes de
Nested-PCR para 0 gene GP60 em gel de agarose 1% utilizando GelRed™. O tempo de
exposicdo a radiagdo UV foi de aproximadamente 0,9 segundos. M: marcador; C+: amostra
concentrada do controle positivo, D1: dilui¢do 1; D2: diluicdo 2 e C-: controle negativo.
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3.3.2.3. PCR e PCR-Nested do controle positivo — Genes alvo 18S e GP60

O comportamento da amostra de DNA de Cryptosporidium parvum purificada
utilizada como controle positivo da reacdo e suas diluices, além do controle negativo da
reacao podem ser observadas nas figuras 12 e 13 para o gene 18S e nas figuras 14 e 15 para o
gene GP60.

As temperaturas utilizadas para verificar o limite de deteccdo de DNA dos controles
positivos das reagdes da PCR e da Nested-PCR foram as mesmas determinadas anteriormente
pelo gradiente de temperatura.

~830 ph

Figura 12 — Controles positivos e negativos das reacdes da PCR-Nested em gel de agarose 1%
utilizando brometo de etidio para o gene 18S. O tempo de exposicdo a radiacdo UV foi de
aproximadamente 0,9 segundos. A: reacdo da PCR priméria; B: reacdo da Nested-PCR. M:
marcador; C+: amostra concentrada do controle positivo, D1: dilui¢do 1; D2: dilui¢do 2; D3:
diluicdo 3; D4: diluigéo 4; D5: diluicdo 5 e C-: controle negativo da reagéo.
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~830 pb

Figura 13 — Controles positivos e negativos das reacdes de PCR-Nested em gel de agarose 1%
utilizando GelRed™ para o gene 18S. O tempo de exposicdo a radiacdo UV foi de
aproximadamente 0,9 segundos. A: reacdo da PCR priméria; B: reacdo da Nested-PCR. M:
marcador; C+: amostra concentrada do controle positivo, D1: diluicdo 1; D2: dilui¢do 2; D3:
diluicdo 3; D4: diluigéo 4; D5: diluicdo 5 e C-: controle negativo da reacéo.
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~650 pb

~400 pb

Figura 14 — Controles positivos e negativos das reacdes da PCR-Nested em gel de agarose 1%
utilizando brometo de etidio para o gene GP60. O tempo de exposi¢do a radiacdo UV foi de
aproximadamente 0,9 segundos. A: reacdo da PCR primaéria; B: reacdo da Nested-PCR. M:
marcador; C+: amostra concentrada do controle positivo, D1: diluicdo 1; D2: dilui¢do 2; D3:
diluicdo 3; D4: diluigéo 4; D5: diluicdo 5 e C-: controle negativo da reacéo.
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~650 pb

~400 pb

Figura 15 — Controles positivos e negativos das reagdes de PCR-Nested em gel de agarose 1%
utilizando GelRed™ para o gene GP60. O tempo de exposicdo a radiacdo UV foi de
aproximadamente 0,9 segundos. A: reacdo da PCR priméria; B: reacdo da Nested-PCR. M:
marcador; C+: amostra concentrada do controle positivo, D1: dilui¢do 1; D2: dilui¢do 2; D3:
diluicdo 3; D4: diluicdo 4; D5: diluigdo 5 e C-: controle negativo da reacéo.
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3.4. DISCUSSAO

3.4.1. Extracao do DNA

A qualidade do material genético obtido através do processo de extracdo € um ponto
primordial para se obter sucesso na amplificacdo do DNA (CHIARI et al., 2009). As amostras
devem apresentar o minimo de impurezas para ndo inibir os tratamentos enzimaticos ou
causar interferéncias nos padrées de migracdo em gel de agarose (ROMANO; BRASILEIRO,
1999). Dessa forma, quanto mais pura estiver a amostra extraida, melhor seré o resultado final
da amplificacdo através da PCR-Nested. A escolha do melhor protocolo de extracao utilizado
pode ter como base dois parametros: a qualidade do DNA em gel de agarose e a quantificacéo
da relacdo de absorbancia 260/280. Razdes entre 1,8 e 2,0 indicam pureza do DNA, enquanto
que razdes abaixo de 1,8 apontam contaminagdo do material por proteinas e razfes acima de
2,0 indicam contaminacdo por fendis (ROMANO; BRASILEIRO, 1999). A escolha do
protocolo de extracdo de amostras para posterior amplificacdo através das técnicas da PCR-
Nested do presente estudo levou em consideracdo a observacao da qualidade do DNA em gel
de agarose e os valores obtidos na relacdo de absorbancia utilizando o ‘nanodrop’.

Observando o DNA obtido através da utilizacdo do protocolo de extracdo I, todas as
amostras apresentaram menor quantidade de DNA total, porém a quantidade obtida permitiu a
realizacdo da amplificacdo do material genético e 0 mesmo se manteve dentro do limite de
pureza descrito como ideal para a razdo 260/280, o que ndo aconteceu com todas as amostras
guando se utilizou o protocolo de extracdo Il. Por esta razdo o protocolo de extracdo | foi
escolhido para a aplicacéo das técnicas da PCR-Nested.

Quando avaliamos a integridade do DNA em gel de agarose podemos observar
degradacdo nas amostras que utilizaram o protocolo de extracdo Il, por ndo aparecer uma
banda definida de DNA. O grau de degradacdo do DNA ndo pbde ser avaliado através da
visualizacdo em gel de agarose no protocolo de extracdo I, provavelmente devido a menor
quantidade do DNA total obtido. Tal quantidade reduzida possivelmente esta4 associada ao
fato de o kit utilizado realizar uma purificacdo das amostras juntamente com o procedimento
de extracdo. Este fato foi observado em outros estudos, onde o este mesmo kit comercial é
utilizado para purificar DNA obtido apos extracdo (SULAIMAN et al., 2005; FENG, et al.,
2007).

Além dos fatores técnicos, outro ponto que influenciou na escolha do protocolo de
extracdo I, foi o tempo de execucdo do procedimento. Esta extragdo possui menos etapas até
chegar ao produto final, diminuindo a probabilidade de erros durante o procedimento. Sendo
ainda considerada uma técnica mais rapida e de maior praticidade do que o protocolo de
extracdo Il. Além destas caracteristicas o protocolo de extracdo | apresenta um menor custo
quando comparado ao II.

3.4.2. Gradiente de Temperatura

Os dois pares de ‘primers’ para o gene alvo 18S utilizados no estudo apresentaram-se
eficientes para a identificacdo do género Cryptosporidium, ap6s um processo de otimizagdo
da reacdo através da realizacdo de um gradiente de temperatura.

Os ‘primers’ possuem uma temperatura tedrica de anelamento, porém esta pode variar
de acordo com as condicdes utilizadas no laboratério, como reagentes e equipamentos. Por
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isso, geralmente encontramos dificuldades em reproduzir resultados descritos por outros
autores.

Através da utilizacdo de um gradiente de temperatura podemos observar o
comportamento das amostras mediante a variacdo térmica, escolhendo assim a temperatura
mais adequada para as nossas condicdes de uso.

Baixas temperaturas de anelamento podem produzir produtos inespecificos, ja em
temperaturas elevadas esse problema é resolvido, porém, ha uma diminuicdo no nimero de
produtos obtidos através da PCR (HANFELD-VIEIRA et al., 2001).

Alguns autores (XIAO et al., 1999a; HUBER et al., 2007; CASTRO-HERMIDA et al.,
2009; KHAN et al., 2010) utilizaram 55°C como temperatura ideal de anelamento dos
‘primers’ 18S, para a PCR primaria e Nested-PCR. Tal temperatura para as condicdes
utilizadas no laboratorio onde este estudo foi realizado ndo foram muito eficientes, pois foram
gerados anelamentos ndo especificos na reacdo de PCR primaria, observados em gel de
agarose.

A utilizacdo de temperaturas mais elevadas nas reacdes da PCR primaria e Nested-
PCR resolveu o problema do anelamento inespecifico das amostras de Cryptosporidium sp.
analisadas. Temperaturas mais elevadas também foram utilizadas por Feltus et al. (2006);
Fayer et al. (2006; 2010 a); Coklin et al. (2010), porém estas divergiram do presente estudo
em um grau acima para a reacdo da PCR primaria e um grau abaixo para a Nested-PCR. No
presente trabalho foi utilizada a temperatura de 58°C na reagdo priméaria da PCR visando
restringir a producdo de anelamento inespecifico sem reduzir muito a quantidade de
moléculas de DNA produzidas, ja na reacdo da Nested-PCR a temperatura usada foi 59°C, o
que tornou a reacdo ainda mais especifica.

Para o gene alvo GP60 foi adotado o mesmo procedimento, sendo realizado um
gradiente de temperatura para cada uma das reacdes de amplificacdo de DNA.

A temperatura de anelamento utilizada nos estudos conduzidos por Peng et al. (2003) e
Sulaiman et al. (2005) foram pouco satisfatérias para as condi¢cBes laboratoriais descritas
neste estudo, produzindo uma quantidade de fragmentos de DNA pouco evidente em gel de
agarose. A elevacdo da temperatura em 6,8°C proporcionou um melhor desempenho no
anelamento dos ‘primers’ para as condicdes reacionais utilizadas no presente estudo, tal fato
foi evidenciado através da observacgdo dos fragmentos de DNA em gel de agarose.

3.4.3. Brometo de Etidio x GelRed™

A coloragdo por brometo de etidio € amplamente utilizada na visualizacdo de
fragmentos de DNA de Cryptosporidium sp. obtidos através de eletroforese em gel de agarose
(XIAO et al., 1999a; 1999b; XIAO et al., 2001; MAGI et al., 2006; GEURDEN et al., 2007;
BROGLIA et al., 2008; COKLIN et al., 2009; FAYER et al., 2005; 2006; 2008; DIAZ et al.,
2010; FAYER et al., 2010a; 2010b; KHAN et al., 2010; DAS et al, 2011;
NAZEMALHOSSEINI-MOJARAD et al., 2011). No presente estudo, através da comparagao
dos géis onde foram observados o limite de deteccdo do controle positivo para os genes 18S e
GP60, pode-se observar a superioridade do GelRed™ para evidenciar a presenca do DNA e
seus fragmentos, demonstrando sua elevada sensibilidade em relagdo ao brometo de etidio.

Poucos estudos foram realizados na tentativa de demonstrar as vantagens da utilizacao
do GelRed™ em relagdo a outros métodos de coloracéo, porém Huang et al., (2010) destaca
dentre elas o baixo custo do produto, a auséncia de alteracdo na mobilidade do fragmento de
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DNA, o grande periodo de estocagem sem alterar sua eficacia, a melhor visualizacdo das
bandas de DNA utilizando transiluminador UV e a baixa toxidade do produto.

A utlizagdo de GelRed™ 10X concentrado, ao invés de 100X como foi descrito por
Huang et al. (2010) pode ser interessante do ponto de vista econdémico, pois isso reduz ainda
mais o custo do reagente e ndo acarretaria modificacdes na sensibilidade do corante. Tal fato
foi observado no presente estudo, onde a utilizagdo do GelRed™ 10X concentrado continuou
sendo eficiente para a evidenciacdo de fragmentos de DNA em gel de agarose.

Huang et al. (2010) menciona que a utilizacdo de GelRed™ a uma concentracdo de
100X ndo modifica a mobilidade do fragmento de DNA em gel de agrarose, porém, tal fato
ndo foi observado no presente estudo onde foi utilizado GelRed™ 10X concentrado.
Analisando os fragmentos de DNA produzidos pelas reacdes de PCR-Nested pode-se observar
que geralmente as bandas visualizadas nos géis oriundos das reacGes de PCR primaria
produzem um comportamento retilineo enquanto que as obtidas apartir das reacfes de Nested-
PCR ndo adotam 0 mesmo comportamento. Diversos fatores podem influenciar no
comportamento migratorio dos fragmentos de DNA, dentre eles podemos ressaltar o tamanho
do fragmento de DNA produzido, a concentragdo do gel de agarose, a voltagem e o tipo de
tampdo de eletroforese utilizado na corrida. O manual do fabricante
(htpp//www.biotium.com) descreve ainda que pelo fato de a molécula de GelRed™ ser 10
vezes maior do que a de brometo de etidio elas interagem com maior afinidade ao acido
nucléico e se ligam ao mesmo em maior quantidade, o0 que muitas vezes pode ocasionar atraso
na migracao, principalmente para fragmentos maiores que 400pb.
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3.5. CONCLUSAO

No presente estudo foram observadas as diversas vantagens na utilizacdo do protocolo
de extracdo | (kit comercial da Qiagen). Dentre elas podemos destacar a pureza do material
genético obtido, a rapidez na execugdo do procedimento e a reducao do custo na aquisicdo de
reagentes.

Através da utilizacdo do gradiente de temperatura para as reacdes de PCR-Nested foi
possivel escolher as temperaturas ideais para a amplificacdo de DNA de Cryptosporidium.
Melhorando a qualidade dos fragmentos de DNA obtidos nas reacdes de PCR-Nested para 0s
genes 18S e GP60.

A superioridade do Gelred™ em relagdo ao brometo de etidio foi observada neste
estudo, ressaltando principalmente sua maior sensibilidade para evidenciar os fragmentos de
DNA, a maior facilidade para o descarte do material devido a sua baixa toxicidade e maior
seguranga na sua manipulacéo.

51



4. CAPITULOII
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA INFECCAO POR Cryptosporidium spp. EM

BEZERROS DESTINADOS A EXPLORAQAO LEITEIRA E CARACTERIZACAO
GENOTIPICA DAS ESPECIES DIAGNOSTICADAS
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RESUMO

A criptosporidiose bovina pode ser ocasionada principalmente por quatro espécies distintas:
Cryptosporidium parvum, C. bovis, C. ryanae e C. andersoni. Destas, a primeira é motivo de
grande preocupacdo tanto para a pecudria quanto para a salde publica. No que se refere a
salde publica, a espécie € alvo de diversos estudos devido ao seu elevado potencial zoonético.
Ja, na pecuéria é descrita como causadora de intensa diarréia nos animais, dentre outros
sintomas clinicos, acarretando diversas perdas dentro da cadeia produtiva. O objetivo deste
estudo € determinar a ocorréncia das diferentes espécies e gendtipos de Cryptosporidium
através das técnicas de PCR-Nested para os genes alvo 18S e GP60. A ocorréncia de espécies
de Cryptosporidium em bezerros com até uma ano de idade foi determinada apartir da
avaliacdo de 143 animais em trés propriedades leiteiras localizadas no Estado do Rio de
Janeiro, Brasil. As amostras fecais utilizadas no estudo foram coletadas diretamente da
ampola retal dos bezerros e foram processadas através da técnica de centrifugo-flutuagdo em
solucdo saturada de acucar antes de serem avaliadas microscopicamente. Das 28 amostras
positivas na microscopia, 23 tiveram seu diagnostico confirmado através da técnica de PCR
utilizando como gene alvo o 18S. Apos o sequenciamento foi observada a presenca de trés
espécies de Cryptosporidium infectando os bezerros em diferentes faixas etarias. Na fase pré-
desmame (< 2 meses) 10% dos bezerros encontravam-se infectados por C. parvum, enquanto
que os animais na fase pds-desmame (> 2 meses) apresentaram-se infectados por C. andersoni
(15%) e C. ryanae (2%). Todas as amostras positivas estdo sendo submetidas a uma nova
reacdo de PCR utilizando como gene alvo o GP60. Um novo sequenciamento seré realizado
com as amostras positivas de C. parvum utilizando o GP60 com o objetivo de diagnosticar os
subtipos prevalentes na regiao.

Palavras- chave: Bezerros, Cryptosporidium, fase pré e pos-desmame, gene 18S, gene GP60.
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ABSTRACT

The bovine cryptosporidiosis is caused mainly by four different species, Cryptosporidium
parvum, C. bovis, C. ryanae and C. andersoni. The first one is of great concern for both
livestock and public health. With regard to public health, the species is the subject of several
studies due to its high zoonotic potential. Already, in cattle is reported to cause severe
diarrhea, among other clinical symtoms, leading to many economic loses. The aim of this
study is to determine the occurrence of Cryptosporidium species and subtypes in calves up to
one year of age, throughout PCR technique usin 18S and GP60 as gene target. The occurence
of Cryptosporidium species in calves up to 1-year-old was determined for 143 animals on
three dairy farms on the state of Rio de Janeiro, Brazil. A fecal samples collected directly
from each calf rectum was processed to concentrate oocysts using the centrifugal flotation
technique in saturated sugar solution before being evaluated microscopically. Of the 28
positive samples in microscopy, 23 were confirmed by Nested-PCR using gene 18SrRNA.
After each PCR-positive specimen was sequenced, the presence of three species of
Cryptosporidium was observed infecting calves at different ages. Pre-weaned calves were
infected with C. parvum (10%), whereas post-weaned calves were infected with C. andersoni
(15%) and C. ryanae (2%). All positive samples are being submitted to a second Nested-PCR
using gene GP60 as target. A new sequencing will be made for C. parvum positive samples,
to observe the most prevalent subtype in the area.

Key words: Calves, Cryptosporidium, pre- and post-weaned, 18S and GP60.
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4.1. INTRODUCAO

Protozoérios pertencentes ao género Cryptosporidium sdo descritos como importantes
patdgenos do trato gastrintestinal e respiratério de diversos hospedeiros, dentre estes podemos
citar os animais de producdo, de companhia e silvestres, além disso, dentro dessa cadeia
epidemioldgica algumas espécies do género podem parasitar o homem (CASTRO-HERMIDA
etal., 2007; BROOK et al., 2008; COKLIN et al., 2009).

Em geral, a sintomatologia clinica da criptosporidiose em bovinos é bastante variavel,
sendo dependente, principalmente, da espécie infectante e do estado imunoldgico do
hospedeiro (HAJDUSEK et al., 2004; BROGLIA et al., 2008; BROOK et al., 2008; COKLIN
et al., 2009). Alguns animais infectados podem apresentar-se assintomaticos, porém
geralmente a doenca se caracteriza clinicamente por diarréia, morbidade e até mortalidade,
principalmente em bezerros neonatos (KVAC et al., 2006; CASTRO-HERMIDA et al., 2007;
FAYER, 2007; MENDONCA et al., 2007; BROGLIA et al., 2008; DE WAELE et al., 2010),
ocasionando grandes perdas econdmicas aos produtores (CASTRO-HERMIDA et al., 2007
FAYER, 2007; MENDONCA et al., 2007; DIAZ et al., 2010).

Onze espécies do género Cryptosporidium sdo consideradas como parasitas de
mamiferos (FAYER, 2010), destas C. parvum, C. bovis, C. ryanae e C. andersoni comumente
sdo encontrados infectando bovinos em diferentes faixas etarias (CASTRO-HERMIDA et al.,
2007; FENG et al., 2007; GEURDEN et al., 2007; BROGLIA et al., 2008; KESHAVARZ et
al., 2009; FAYER et al., 2010b; DIXON et al., 2011; DAS et al., 2011; MEIRELES et al.,
2011).

Dentre as quatro espécies citadas a mais comumente diagnosticada em bovinos €é C.
parvum, considerada de baixa especificidade em relacdo ao hospedeiro e alguns genétipos sao
considerados de elevado potencial zoonético (COKLIN et al., 2009; DIXON et al., 2011). As
outras trés espécies, C. bovis e C. ryanae nao foram consideradas zoondticas e apresentam
alta especificidade pelos bovinos. Ja C. andersoni pode ser encontrado parasitando outros
ruminantes e raramente o homem (COKLIN et al., 2009; FAYER, 2010; DIXON et al., 2011).

A prevaléncia das espécies de Cryptosporidium encontradas infectando bovinos
leiteiros pode estar diretamente relacionada a idade do hospedeiro. Geralmente, encontramos
C. parvum infectando bezerros jovens monogastricos, na fase pré-desmame (< 2 meses de
idade). Com o passar do tempo ocorre o desenvolvimento ruminal, devido & mudanca no
habito alimentar do bezerro, e a espécie infectante vai sendo gradativamente substituida.
Durante a fase pos-desmame (2 — 11 meses) pode-se observar uma diminuicdo da prevaléncia
de C. parvum e um aumento na infecgdo por C. bovis e C. ryanae, que comeca a decrescer a
medida que o bovino atinge a maturidade. A prevaléncia da infec¢do por C. andersoni em
animais na fase pré-desmame é relativamente baixa, sendo a maior taxa de infeccdo observada
principalmente em animais mais velhos, acima de 12 meses de idade (FAYER et al., 2006;
CASTRO-HERMIDA et al., 2007; FAYER et al., 2007; BROOK et al., 2008; COKLIN et al.,
2009; FAYER et al., 2010a; DIXON et al., 2011).

A espécie C. parvum € constituida por 11 familias de subtipos (lla, llb, lic, I1d, lle, IIf,
I1g, 1lh, Hi, 11k e I11), onde os subtipos Ila e Ild sdo considerados zoondticos. Dentre todas as
familias de subtipo supracitadas, a Ila é considerada a mais prevalente em bovinos (XIAO,
2010).

A identificacdo das espécies de Cryptosporidium ndo deve ser baseada apenas em
dados obtidos através de microscopia, devido as similaridades nas caracteristicas
morfométricas existentes entre as espécies descritas até 0 momento. Dessa forma, ferramentas
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moleculares vém sendo amplamente utilizadas na identificacdo das diferentes espécies e
subtipos, tornando-se determinantes para a correta classificacdo taxonOmica de
Cryptosporidium spp. (FAYER, 2010).

Estudos recentes apontam a utilizagdo do gene codificador da glicoproteina de 60kDa
(‘60kDa Glycoprotein’ - GP60) como uma ferramenta de grande importancia para a
subgenotipagem de C. parvum, auxiliando na determinacdo da dindmica da transmissdo do
protozoario (NAZEMALHOSSEINI-MOJARAD et al., 2011).

A determinacdo das espécies/subtipos de Cryptosporidium de amostras provenientes
de bovinos leiteiros vem sendo alvo de estudo em varios paises, porém no Brasil estes estudos
ainda sdo escassos. Desta forma, o presente estudo visa através da avaliacdo clinica de
bezerros com até um ano de idade, juntamente com o diagndstico microscopico positivo para
Cryptosporidium spp. e o diagnoéstico molecular, a caracterizacdo das espécies/subtipos de
Cryptosporidium provenientes de propriedades leiteiras no Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Locais de Realizacdo do Estudo

O processamento das amostras fecais coletadas e o diagndstico microscépico de
Cryptosporidium spp. foram realizados no Laboratorio de Protozoologia, localizado no
Departamento de Parasitologia Animal da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ).

O procedimento de extracdo de DNA e as técnicas de PCR-Nested foram realizados no
Laboratorio de Biologia Molecular, no Departamento de Parasitologia Animal e no
Laboratdrio de Nutricdo Mineral de Plantas, no Departamento de Solos, ambos pertencentes a
UFRRJ.

O sequenciamento das amostras positivas para o género Cryptosporidium foi realizado
pela empresa coreana Macrogen INC., em Seul, Coréia do Sul.

As sequéncias consenso e as analises filogenéticas foram realizadas no Laboratorio de
Protozoologia Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ.

4.2.2. Etapas do Estudo

A prevaléncia da infec¢do por Cryptosporidium spp. em bezerros com menos de 12
meses de idade foi avaliada durante o periodo de 2009 a 2011 em trés propriedades leiteiras
no Estado do Rio de Janeiro.

O presente estudo possuiu duas etapas distintas. Durante a primeira fase foram
realizadas coletas de amostras fecais, o processamento do material coletado, e posterior
diagndstico microscopico da infeccdo por Cryptosporidium spp.

A segunda etapa do estudo consistiu na confirmacdo e identificacdo das espécies e
gendtipos de Cryptosporidium. Todas as amostras diagnosticadas positivamente através da
microscopia Optica tiveram seu diagndstico validado através da utilizacdo de técnicas
moleculares.

Apbs a identificacdo das amostras através do sequenciamento foram realizadas as
sequéncias conseso e a analise filogenética das espécies encontradas.

4.2.3. Andlise Estatistica

A avaliacdo da relacdo entre a idade dos animais e a infeccdo pelo protozoario foi
realizada através da aplicacdo do teste ndo paramétrico de Qui-quadrado (p < 0.05) (AYRES
et al., 2005). Além disso, no estudo foi calculado o percentual da prevaléncia da infeccdo
levando em consideracéo as diferentes espécies de Cryptosporidium diagnosticadas.

4.2.4. Coleta das Amostras Fecais

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de 143 bezerros, com
idade variando entre trés dias e 12 meses, distribuidos entre trés propriedades leiteiras no
Estado do Rio de Janeiro.
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A maioria das amostras de fezes obtidas dos bezerros estavam dentro dos padrdes de
normalidade, porém, 32 animais apresentaram um quadro de diarréia, que variou de leve a
intenso, durante o periodo de coleta.

As amostras apos coletadas foram identificadas com os dados de cada animal e
armazenadas sob refrigeracédo até a chegada no Laboratorio de Protozoologia.

No laboratorio, as amostras foram catalogadas, processadas e diagnosticadas através
da microscopia Optica quanto a presenca de Cryptosporidium spp.

4.2 5. Procedimentos Laboratoriais das Amostras Fecais

O processamento das amostras de fezes foi dividido em duas etapas. A primeira etapa
consistia na catalogacdo do material obtido de cada animal, filtragem e homogeneizacédo do
mesmo para posterior leitura em microscopia optica.

A segunda etapa consistiu na extracdo de DNA do material positivo utilizando o kit
comercial QlAamp, ‘DNA Stool Mini Kit’ e realizacdo da PCR-Nested utilizando dois genes
alvos, 18S e GP60.

Ambos os procedimentos encontram-se descritos detalhadamente no capitulol.

4.2.6. Sequenciamento Gene SSUrRNA (18S)

Todas as amostras obtidas através da reacdo da Nested-PCR foram coradas com
Gelred™ e observadas em gel de agarose, sendo posteriormente purificadas utilizando o kit
‘Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System’ (Promega).

Apos purificacdo e quantificacdo todo o material obtido foi enviado a Magrogen INC.
onde foi efetuado o sequenciamento. As amostras purificadas foram quantificadas utilizando o
Nanodrop, e a quantidade minima de DNA exigida para o sequenciamento por amostra foi de
50 ng/ul, em um volume de 20 pl (http://dna.macrogen.com/eng/support/seg/data/Macrogen_
Single_Pass_Sequencing_Sample_Submission_Guide_english.pdf).

Os ‘primers’ utilizados no sequenciamento dos espécimes obtidos foram o 18SNF e
18SNR, estes foram diluidos em 20 ul de agua ultrapura (‘nuclease-free water’ — Promega)
apresentando uma concentracdo final de 10 pmoles/ul (http://dna.macrogen.com/eng/support
/seq/data/Macrogen_Single_Pass_Sequencing_Sample_Submission_Guide_english.pdf).

O sequenciamento das amostras de Cryptosporidium obtidas a partir da reacdo de

Nested-PCR foi realizado pela Macrogen INC. utilizando o kit ‘BigDye® v.3.1 terminator
cycling’ compativel para o sequenciador automatico ‘Applied biosystems’ 3730XL,
(http://dna.macrogen.com/eng/service/seg/custom/customseq.jsp#pcr).
O alinhamento das sequéncias e seus ajustes manuais foram feitos utilizando o programa
Clustal W (LARKIN et al., 2007; GOUJON et al., 2010), as sequéncias foram analisadas
através do ‘software” MEGA 5 (TAMURA et al., 2011). As analises dos cromatrogramas
foram realizadas através do programa CROMOS LITE.

Na plataforma BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) foi realizada uma
busca de todas as sequéncias obtidas através do sequenciamento dos espécimes utilizando o
gene SSUrRNA para determinar suas identidades e possiveis homologias e similaridades com
espécies previamente depositadas no ‘GenBank’.
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4.2.7. Sequenciamento Gene GP60

Todo o protocolo descrito para 0 sequenciamento das amostras de Cryptosporidium
utilizando o gene SSUrRNA foi novamente seguido para a realizagdo sequenciamento dos
gendtipos de C. parvum, desta vez utilizando o gene GP60. A unica modificacdo no protocolo
foi a escolha dos ‘primers’ enviados para o0 sequenciamento.

Os ‘primers’ utilizados no novo sequenciamento foram AL3532 e LX0029 diluidos
em 20 pl de &gua ultrapura (‘nuclease-free water’ — Promega) contendo 10 pmoles/pul,
conforme orientacdo da Macrogen INC. que efetuou o sequenciamento.

Um novo alinhamento das sequéncias sera realizado também utilizando o programa
Clustal W (LARKIN et al., 2007; GOUJON et al., 2010) e ajustes manuais serdo efetuados
quando necessario. A analise das sequéncias sera realizada utilizando o ‘software” MEGA 5
(TAMURA et al., 2011) e os cromatrogramas foram analisados através do programa
CROMAS LITE.

Uma nova busca sera realizada no BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) a
procura de homologias e similaridades entre as sequéncias de Cryptosporidium obtidas
através do sequenciamento do gene GP60 e espécies ja depositadas no ‘GenBank’.

4.2.8. Analise Filogenética

As andlises filogenéticas foram conduzidas utilizando-se o ‘software’ MEGA 5
(TAMURA et al., 2011).

Como teste filogenético foi realizado ‘bootstrap’ com 1000 réplicas, das quais foram
construidas as arvores consenso pelo metodo ‘Neighbor-Joining’, utilizando-se o algoritmo
Kimura 2, para os dois genes alvo, 18S e GP60. Durante a construgdo da arvore consenso
através do método ‘Neighbor-Joining’ foi efetuada a delegdo completa dos ‘gaps’.

As sequéncias do presente trabalho serdo depositadas no ‘Genbank’, utilizando-se o
programa computacional Seqln, disponibilizado pelo banco de dados.

As sequéncias registradas no ‘Genbank’ utilizadas como parametro de comparagédo
com as sequéncias consenso obtidas no presente estudo estdo descritas no quadro 3.

Quadro 3 — Sequéncias utilizadas para serem comparadas com as obtidos no estudo.

- GENE -

ESPECIE ALVO SEQUENCIA AUTOR LOCAL

Cryptosporidium 185 AF164102 BLEARS et al., 2000 EUA

parvum HM622120 MEIRELES et al., 2011 Bras!l

GP60 HM622119 MEIRELES et al., 2011 Brasil

HQO007049 FIUZA etal., 2011 Brasil

C. andersoni 185 GU831569 FAYER et al., 2010a EQA

FJ463187 LIU, etal., 2009 China

GU831568 FAYER et al., 2010a EUA

C. bovis 185 AY741305 FAYER et al., 2005 EUA

HM622121 MEIRELES et al., 2011 Brasil

C. ryanae 185 EU410344 FAYER et al., 2008 EUA

HM622123 MEIRELES et al., 2011 Brasil
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Descrigéo dos Locais de Coleta de Amostras

4.3.1.1. Propriedade A

Propriedade leiteira de pequeno porte localizada em Cacaria, micro-regido do Vale do
Paraiba, Sul Fluminense, onde foram avaliados 79 animais da raca mestico holandés. Nesta
propriedade os animais encontravam-se agrupados de acordo coma a faixa etéria, onde 0s
bezerros até 12 meses de idade eram mantidos em um mesmo local.

Inicialmente o bezerreiro consistia em uma instalacdo semi-aberta, localizada em uma
area muito umida, préximo as margens de um rio. As instalacfes e 0 manejo dos bezerros ndo
eram adequados. Os bebedouros e comedouros eram localizados dentro das baias e junto ao
piso, o0 que favorecia o pisoteio e a contaminacdo da &gua e do alimento pelas fezes dos
animais. O piso dentro das baias era Umido e constantemente encontrava-se coberto por fezes
(figura 16).

Figura 16 — Animais utilizados no estudo provenientes da propriedade A e as instalagdes onde
eles eram acondicionados.
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Posteriormente a localizacdo do bezerreiro foi alterada, sendo transferido para uma
area mais ampla e ensolarada, porém muito proximo ao local onde os animais adultos eram
mantidos. Neste novo local, os bezerros eram mantidos presos por correntes em abrigos
individuais e 0s comedouros e bebedouros passaram a ser suspensos para evitar pisoteio.

Nesta propriedade foram avaliados 79 animais com um escore corporal variado. Os
bezerros mais novos encontravam-se mais debilitados, onde 11 animais apresentaram fezes
diarréicas e em alguns outros individuos foi observada dificuldade de locomocao.

Outras espécies de animais foram encontradas circulando livremente na propriedade,
cdes e gatos eram regularmente vistos proximos a sala de ordenha e bezerreiros.

4.3.1.2. Propriedade B

Pequena propriedade leiteira localizada no Municipio de Queimados, Estado do Rio de
Janeiro, onde foram avaliados 32 bezerros da raca girolando. Os animais também se
encontravam divididos por faixa etaria. Todos os bezerros até seis meses de idade eram
mantidos separados dos bezerros mais velhos. O piquete onde os bezerros mais velhos
estavam alojados era bastante Umido e ndo havia bebedouros e comedouros adequados. A
instalacdo onde o0s bezerros mais novos estavam alojados era bem ventilada e ndo apresentava
superlotacdo de animais. O comedouro e bebedouro localizavam-se dentro do bezerreiro,
instalados de tal forma que dificultava o pisoteio dos animais, porém o bebedouro encontrava-
se com formacéo de algas em seu interior.

A higienizacdo das baias era realizada diariamente, porém as fezes se acumulavam
com frequéncia sobre o piso da baia (figura 17).
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Figura 17 - Animais utilizados no estudo provenientes da propriedade B e as instalagcdes onde
eles eram acondicionados.

A maioria dos bezerros estudados na propriedade encontrava-se com baixo escore
corporal. Em nove dos 32 animais presentes na propriedade foram coletadas fezes fora dos
padrdes de normalidade ou diarréicas e alguns dos animais apresentavam sinais de fraqueza,
como dificuldade de locomogéo.

A propriedade possuia outros animais, como cées, suinos, patos, galinhas e ovelhas,
porém estes eram mantidos separados dos bezerros, com excecao de alguns equinos, usados
para servico, que circulavam livremente pela propriedade.

4.3.1.3. Propriedade C

Propriedade leiteira de pequeno porte também localizada no Municipio de Queimados,
na Baixada Fluminense, onde foram avaliados 32 bezerros da raca girolando. Nesta
propriedade ndo havia separacdo dos animais por faixa etaria, 0s bezerros eram mantidos
juntamente com animais adultos (figura 18).

O bezerreiro ainda estava em construcao, como instalacdes havia apenas um curral que
estava localizado em uma &rea de baixada que se encontrava com umidade excessiva. Os
animais eram mantidos a pasto, presos em um piquete com algumas areas alagadas.
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Comedouros e bebedouros localizavam-se dentro do piquete dos animais, porém, estes
se encontravam em péssimo estado de conservacdo, além de ndo serem utilizados de forma
adequada.

Nesta propriedade foram avaliados 32 animais de até 12 meses de idade. Os bezerros
mais novos, com até quatro meses, apresentavam um quadro severo de subnutricdo. Os
animais estavam magros e alguns praticamente ndo se locomoviam.

Figura 18 - Animais utilizados no estudo provenientes da propriedade C e as instalagcdes onde
eles eram mantidos.

Os animais mais velhos, proximos de completar um ano, apresentavam um escore
corporal um pouco melhor, porém nove destes bovinos apresentaram fezes fora dos padrbes
de normalidade ou diarréicas.

Diversos animais como cdes, gatos, aves e suinos se deslocavam livremente pela
propriedade, inclusive dentro dos piquetes dos bovinos.

4.3.2. Diagnostico Microscopico e PCR-Nested Utilizando Gene Alvo 18S

Um total de 143 bezerros, oriundos de trés propriedades leiteiras no Estado do Rio de
Janeiro, foram avaliados através de microscopia e diagnostico molecular para a presenca de
Cryptosporidium sp.

Dentre os animais estudados a presenca de Cryptosporidium spp. foi diagnosticada,
através de microscopia de campo claro e contraste de fase, em 28 (26,6%) bezerros nas trés
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propriedades estudadas. O numero de bezerros positivos para Cryptosporidium spp. e 0
percentual de positividade dos animais em cada propriedade esta representado na figura 19.

C (34.38%

B 118.75%

>

13.929
0% 20% 40% 60% 80% 100%
A B C
O Bezerros Positivos 11 6 11
M Bezerros Negativos 68 26 21

Figura 19 — Percentual de bezerros positivos para Cryptosporidium spp. baseado em
microscopia 6ptica de campo claro e contraste de fase.

O maior percentual de positividade obtido através da microscopia pode ser observado
na propriedade C, onde 34,38% dos animais encontravam-se infectados por pelo menos uma
espécie de Cryptosporidium. O menor percentual de infeccdo foi observado na propriedade A
(13,92%).

Dos 143 bezerros estudados apenas 32 apresentaram diarréia (figura 20 e tabela 7),
que variou de leve a intensa. Dentre os 32 animais (22,4%) descritos com diarreia somente 11
bezerros (34,4 %) foram diagnosticados positivos para a presenca de oocistos de
Cryptosporidium spp., através de exame coproparasitologico (tabela 8). Além da presenca de
Cryptosporidium spp., 104 (72,7%) bezerros foram diagnosticados com Eimeria spp. outro
agente causador de diarreias. Destes animais, 19 (18,3%) encontraram-se positivos para
Cryptosporidium spp. e Eimeria spp. Porém, dentre os bezerros considerados positivos para
as duas protozooses apenas sete (36,8%) apresentaram sintomas clinicos de diarreia.

Tabela 7 — Ocorréncia de diarréia em bezerros nas trés propriedades estudadas.

ASPECTO DO MATERIAL FECAL TOTAL DE
PROPRIEDADE oM DIARREIA  SEM DIARREIA ANIMAIS
A 11 (13,92%) 68 (86,08%)
B 8 (25%) 24 (75%) 143
C 13 (40,62%) 19 (59,38%)
A BeC 32 (22,4%) 111 (77,6%) 143
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Figura 20 — Percentual de todos os animais com sintomas de diarréia nas trés propriedades
estudadas.

Os resultados positivos obtidos na microscopia foram submetidos a uma confirmacao
através da técnica de PCR-Nested utilizando o gene 18S. Das 28 amostras consideradas
positivas pela microscopia 23 tiveram seu diagnostico confirmado pela PCR-Nested (tabela 8
e figura 21).
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Tabela 8 — Amostras fecais positivas para Cryptosporidium sp. provenientes de bezrros de
acordo com a idade, presenca ou aséncia de diarréia, utilizando o diagndstico microscopico e

0 molecular, em cada uma das trés propriedades estudadas.

PRESENCA  DpiagNosTico  PIABNOSTICO
PROPRIEDADES AMOSTRAS IDADE DIARREIA MICROSCOPICO (gene 188)
1 15 dias Sim + +
2 8 dias N&o + -
3 1 més N&o + +
4 3 meses Nao + +
5 2 meses Nao + +
A 6 1 meses Nao + -
7 2 meses Nao + +
8 15 dias Sim + +
9 2 meses Nao + +
10 5 meses Nao + +
11 2 meses Nao + *
12 2 Meses ¢ N&o + +
meio
13 2 Meses ¢ N&o + +
meio
B 14 2 meses e Sim " +
meio
15 2 meses Sim + -
16 5 meses Nao + +
17 2 meses Nao + +
18 12 meses Sim + -
19 12 meses Sim + -
20 12 meses Sim + +
21 2 meses N&o + +
22 2 meses Sim + +
C 23 4 meses Sim + +
24 2 meses N&o + +
25 10 meses Sim + +
26 2 meses Nao + +
27 8 meses Sim + +
28 8 meses Nao + +
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~830 pb

Figura 21 - Reacdo de Nested- PCR utilizando gene 18S visualizado em gel de agarose a 1%
corado com GelRed™. Tempo de exposicdo a luz ultravioleta foi de 0,9 segundos. M:
marcador; C+: controle positivo da reacdo; C-: controle negativo da reacdo; 1 a 11: amostras
coletadas na propriedade A; 12 a 17: amostras coletadas na propriedade B; 18 a 28: amostra
coletadas na propriedade C.

Durante o estudo foram observadas algumas divergéncias entre o diagnostico
microscépico e a PCR-Nested no que se refere a presenca de oocistos de Cryptosporidium
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spp. nas fezes dos animais (tabela 9). Onde, cinco amostras diagnosticadas como positivas
para microscopia ndo foram confirmadas através das reacGes de PCR-Nested. Das cinco
amostras negativas na PCR-Nested, duas foram observadas na propriedade A, uma na
propriedade B e duas na propriedade C.

4.3.3. Sequénciamento Utilizando Gene Alvo 18S

Todas as 23 amostras consideradas positivas na reacdo de PCR-Nested foram enviadas
a Macrogen INC. para serem sequenciadas utilizando os ‘primers’ 18SNF e 18SNR,
esperando-se obter sequéncias com aproximadamente 830 pb. Destas, 21 amostras obtiveram
sequéncias de boa qualidade tornando possivel a identificacdo da espécie de Cryptosporidium.
Duas amostras ndo obtiveram um sequenciamento de boa qualidade, ndo sendo possivel
realizar a identificacdo das espécies obtidas.

Trés espécies foram diagnosticadas nas propriedades estudadas, sendo elas
Cryptosporidium parvum, C. andersoni e C. ryanae. Todas as sequéncias obtidas foram
depositadas no ‘GenBank’. As espécies diagnosticadas através do sequenciamento, suas
respectivas sequéncias e 0s numeros de acesso no ‘GenBank’ estdo descritos a seguir (tabela 9
e figura 22).
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Tabela 9 — Amostras sequenciadas, suas respectivas espécies de Cryptosporidium e nimero de
acesso no ‘GenBank’, de acordo com as propriedades analisadas e a idade dos animais.

AMOSTRAS

PRESENCA DE ESPECIE DE Cryptosporidium E
PROPRIEDADES PFC):ORSII\I-IFEI;/'IAESD IDADE DIARREIA NUMERO DE ACESSO NO
‘GENBANK’
1 15 dias Sim C. parvum — JX198271
3 1 més Né&o C. parvum — JX198272
4 3 meses Nao C. andersoni — JX198256
5 2 meses Nao C. andersoni — JX198257
A 7 2 meses Né&o C. ryanae — JX198274
8 15 dias Sim C. parvum — JX198273
9 2 meses Néo C. andersoni — JX198258
10 5 meses Néo C. andersoni — JX198259
1 2 meses NEo C. andersoni — JX198260
12 2 meses e Néo C. andersoni — JX198261
meio
13 2 meses e Nao C. andersoni — JX198262
meio
B 14 2 %iigs € Sim C. ryanae — JX198275
16 5 meses Nao C. andersoni — JX198263
17 2 meses N C. andersoni — JX198264
20 12 meses Sim C. andersoni — JX198265
21 2 meses Néo C. andersoni — JX198266
22 2 meses Sim Nao foi possivel diagnosticar espécie
23 4 meses Sim C. andersoni — JX198255
C 24 2 meses Néo C. andersoni — JX198267
25 10 meses Sim C. andersoni — JX198268
26 2 meses Nao C. andersoni — JX198269
27 8 meses Sim Na&o foi possivel diagnosticar espécie
28 8 meses Nao C. andersoni — JX198270
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C.andersoni GU831568 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100

C.andersoni FJ463187 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 23 JX198255 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 28 JX198270 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 26 JX198269 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 25 JX198268 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 24 JX198267 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 21 JX198266 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 20 JX198265 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 17 JX198264 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 16 JX198263 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 13 JX198262 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 12 JX198261 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 11 JX198260 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 10 JX198259 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 9 JX198258 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 5 JX198257 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
Bezerro 4 JX198256 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
C.andersoni HQ007049 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
C.andersoni GU831569 TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 100
C.parvum AF164102 TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG 98
C.parvum HM622120 = = = —=————-———m———m—— e — GTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG 72
Bezerro 1 JX198271 TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG 98
Bezerro 3 JX198272 TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG 98
Bezerro 8 JX198273 TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG 98
C.ryanae EU410344 TAATAACTTTACGGATCACACTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 96
C.ryanae HM622123 = = = ——---—mm e TTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 55
Bezerro 7 JX198274 TAATAACTTTACGGATCACACTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 96
Bezerro 14 JX198275 TAATAACTTTACGGATCACACTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 96
C.bovis AY741305 TAATAACTTTACGGATCACATTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 96

C.bovis HM622121 --—-TAACTTTACGGATCACATTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG 93
hkdkkkdkkkdkkkkdkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kkkkkkx



C.andersoni GU831568 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200

C.andersoni FJ463187 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 23 JX198255 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 28 JX198270 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 26 JX198269 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 25 JX198268 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 24 JX198267 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 21 JX198266 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 20 JX198265 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 17 JX198264 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 16 JX198263 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 13 JX198262 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 12 JX198261 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 11 JX198260 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 10 JX198259 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 9 JX198258 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 5 JX198257 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
Bezerro 4 JX198256 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
C.andersoni HQ007049 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
C.andersoni GU831569 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA 200
C.parvum AF164102 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 198
C.parvum HM622120 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 172
Bezerro 1 JX198271 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 198
Bezerro 3 JX198272 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 198
Bezerro 8 JX198273 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 198
C.ryanae EU410344 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 196
C.ryanae HM622123 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 155
Bezerro 7 JX198274 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 196
Bezerro 14 JX198275 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 196
C.bovis AY741305 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 196

C.bovis HM622121 GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA 193
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C.andersoni GU831568 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300

C.andersoni FJ463187 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 23 JX198255 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 28 JX198270 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 26 JX198269 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 25 JX198268 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 24 JX198267 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 21 JX198266 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 20 JX198265 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 17 JX198264 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 16 JX198263 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 13 JX198262 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 12 JX198261 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 11 JX198260 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 10 JX198259 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 9 JX198258 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 5 JX198257 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
Bezerro 4 JX198256 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
C.andersoni HQ007049 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
C.andersoni GU831569 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 300
C.parvum AF164102 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 298
C.parvum HM622120 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 272
Bezerro 1 JX198271 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 298
Bezerro 3 JX198272 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 298
Bezerro 8 JX198273 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 298
C.ryanae EU410344 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 296
C.ryanae HM622123 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 255
Bezerro 7 JX198274 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 296
Bezerro 14 JX198275 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 296
C.bovis AY741305 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAACCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 296
C.bovis HM622121 GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAACCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT 293
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C.andersoni GU831568 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTTiY-——-A 397

C.andersoni FJ463187 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTTiy-—-A 397
Bezerro 23 JX198255 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTTiY-——-A 397
Bezerro 28 JX198270 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 26 JX198269 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 25 JX198268 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-~---A 396
Bezerro 24 JX198267 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 21 JX198266 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 20 JX198265 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-~---A 396
Bezerro 17 JX198264 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 16 JX198263 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-~---A 396
Bezerro 13 JX198262 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 12 JX198261 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-~---A 396
Bezerro 11 JX198260 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 10 JX198259 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-~---A 396
Bezerro 9 JX198258 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
Bezerro 5 JX198257 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-~---A 396
Bezerro 4 JX198256 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
C.andersoni HQ007049 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-~---A 396
C.andersoni GU831569 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A 396
C.parvum AF164102 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA 397
C.parvum HM622120 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA 371
Bezerro 1 JX198271 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA 397
Bezerro 3 JX198272 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA 397
Bezerro 8 JX198273 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA 397
C.ryanae EU410344 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTA-ATT-TTTATATA 394
C.ryanae HM622123 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTA-ATT-TTTATATA 353
Bezerro 7 JX198274 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTA-ATT-TTTATATA 394
Bezerro 14 JX198275 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTA-ATT-TTTATATA 394
C.bovis AY741305 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATCTTCTGTTA-ATT-TTTATATA 394

C.bovis HM622121 CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATCTTCTGTTA-ATT-TTTATATA 391
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C.andersoni GU831568 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 493

C.andersoni FJ463187 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 493
Bezerro 23 JX198255 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 493
Bezerro 28 JX198270 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 26 JX198269 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 25 JX198268 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 24 JX198267 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 21 JX198266 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 20 JX198265 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 17 JX198264 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 16 JX198263 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 13 JX198262 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 12 JX198261 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 11 JX198260 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 10 JX198259 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 9 JX198258 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 5 JX198257 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
Bezerro 4 JX198256 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
C.andersoni HQ007049 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
C.andersoni GU831569 TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 492
C.parvum AF164102 AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 495
C.parvum HM622120 AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 469
Bezerro 1 JX198271 AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 495
Bezerro 3 JX198272 AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 495
Bezerro 8 JX198273 AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 495
C.ryanae EU410344 CAATGCTACGGT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT----- TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 483
C.ryanae HM622123 CAATGCTACGGT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT----- TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 442
Bezerro 7 JX198274 CAATGCTACGGT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT----- TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 483
Bezerro 14 JX198275 CAATGCTACGGT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT----- TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 483
C.bovis AY741305 TAATATCACGAT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT----- TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 483
C.bovis HM622121 TAATATCACGAT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT----- TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA 480
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C.andersoni GU831568 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 593

C.andersoni FJ463187 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 593
Bezerro 23 JX198255 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 593
Bezerro 28 JX198270 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 26 JX198269 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 25 JX198268 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 24 JX198267 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 21 JX198266 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 20 JX198265 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 17 JX198264 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 16 JX198263 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 13 JX198262 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 12 JX198261 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 11 JX198260 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 10 JX198259 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGT TCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 9 JX198258 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 5 JX198257 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
Bezerro 4 JX198256 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
C.andersoni HQ007049 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGT TCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
C.andersoni GU831569 GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT 592
C.parvum AF164102 GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGT TCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT 594
C.parvum HM622120 GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT 568
Bezerro 1 JX198271 GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT 594
Bezerro 3 JX198272 GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT 594
Bezerro 8 JX198273 GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT 594
C.ryanae EU410344 GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT 582
C.ryanae HM622123 GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT 541
Bezerro 7 JX198274 GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT 582
Bezerro 14 JX198275 GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT 582
C.bovis AY741305 GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGGACAGTT 582
C.bovis HM622121 GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGGACAGTT 579
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C.andersoni GU831568 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 693

C.andersoni FJ463187 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 693
Bezerro 23 JX198255 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 693
Bezerro 28 JX198270 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 26 JX198269 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 25 JX198268 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 24 JX198267 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 21 JX198266 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 20 JX198265 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 17 JX198264 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 16 JX198263 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 13 JX198262 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 12 JX198261 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 11 JX198260 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 10 JX198259 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 9 JX198258 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 5 JX198257 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
Bezerro 4 JX198256 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
C.andersoni HQ007049 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
C.andersoni GU831569 GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 692
C.parvum AF164102 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 694
C.parvum HM622120 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 668
Bezerro 1 JX198271 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 694
Bezerro 3 JX198272 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 694
Bezerro 8 JX198273 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 694
C.ryanae EU410344 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 682
C.ryanae HM622123 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 641
Bezerro 7 JX198274 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 682
Bezerro 14 JX198275 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 682
C.bovis AY741305 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 682

C.bovis HM622121 GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA 679
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Figura 22 — Alinhamento das sequéncias de Cryptosporidium parvum, C. andersoni e C. ryanae, utilizando gene 18S, encontradas parasitando bezerros de
diferentes faixas etarias. Sequéncias alinhadas através do programa Clustal W 2.1 (LARKIN et al., 2007; GOUJON et al., 2010), destacando as diferencas
entre cada sequéncia (cinza); regido de polimorfismo (===); regido de intenso polimorfismo (4\) e variacdo dentro da espécie C. andersoni (preto).
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O percentual de infecgdo por C. parvum, C. andersoni e C. ryanae foi variavel
em cada propriedade. Sendo o maior percentual de infeccdo registrado pela espécie C.
andersoni, na propriedade C, onde 100% dos animais positivos estavam infectados por
esta espécie.

A presenca da infec¢do por C. ryanae foi observada nas propriedades A e B,
sendo este, o primero relato da infeccdo por esta espécie no Estado do Rio de Janeiro.

Os valores percentuais das trés espécies encontradas, com base na reacdo de
PCR-Nested e no sequenciamento utilizando o gene 18S, durante o periodo do estudo e
0s respectivos locais de coleta podem ser observados na figura 23.

Figura 23 — Percentual de infec¢do de cada espécie de Cryptosporidium encontrada no
estudo e seus respectivos locais de coleta.
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4.3.4. Filogenia Gene Alvo 18S

As similaridades apresentadas pelas espécies Cryptosporidium parvum, C.
andersoni e C. ryanae quando comparadas as sequéncias ja existentes no ‘GenBank’
foram avaliadas através do método de ‘Neighbor-Joining’ utilizando o algoritimo
Kimura-2, com ‘bootstrap’ de 1000 repetigdes e delecdo total dos ‘gaps’ presentes nas
sequéncias. A arvore consenso contruida encontra-se representada na figura 24.
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Figura 24 — Arvore filogenética contruida a partir do sequenciamento (18S) de
especimes de Cryptosporidium encontrados parasitando bezerros em trés propriedades
leiteiras no Estado do Rio de Janeiro. A andlise utilizada na contrucdo da arvore foi a
‘Neighbor-Joining’ e os valores de ‘bootstrap’ encontram-se acima de 97%.

As distancias genéticas entre os espécimes encontrados nas trés propriedades e
as sequéncias obtidas no ‘GenBank’ foram comparadas utilizando o algoritimo Kimura-
2. A analise comparativa realizada demosntrou a elevada similaridade entre as espécies
de Cryptosporidium encontradas no presente estudo e as sequéncias existentes no
‘Genbank’. Onde a maior distancia observada foi entre as espécies C. andersoni e C.
ryanae (0.073).
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4.3.5. Faixa Etaria dos Bezerros e Espécie de Cryptosporidium Prevalente

Quando analisamos a incidéncia da infec¢éo nos bezerros, por Cryptosporidium
spp., em relacdo a idade dos mesmos (tabela 10), utilizando o teste de independéncia do
qui-quadrado com um nivel de significancia de 5%, podemos notar a auséncia de
relacdo significativa entre a presenca da infeccéo e a idade dos animais (p-valor > 0,05).
Dessa forma, todos os animais, independente da faixa etaria, encontram-se susceptiveis
a infecgéo por Cryptosporidium spp.

Tabela 10 — Distribuicdo da ocorréncia da infecgdo por Cryptosporidium spp. nas
propriedades estudadas de acordo com a faixa etaria dos bezerros.

PROPRIEDADES

IDADE
DOS A B c
ANIMAIS  Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
PCR g PCR g PCR g
<2meses 3 (3.8%) 22 (27,8%) 0 5 (15,6%) 0 0

>2meses 6(7,6%) 48(60,8%) 6(18,8%) 21(656%) 10(31,3%) 22 (68,7%)
TOTAL  9(11,4%) 70(88,7%) 6 (18,8%) 26 (81,2%) 10 (31,3%) 22 (68,7%)

A taxa de infeccdo por Cryptosporidim spp. foi variavel nas duas faixas etarias
em todas as propriedades estudadas, onde o maior percentual de infec¢do para animais
com menos de dois meses de vida foi de 3,8% e para bezerros entre dois e 12 meses de
idade foi 31,3% (tabela 10).

Através do sequenciamento utilizando o gene 18S foi possivel observar a
infeccdo de animais na fase pré-desmame (com até dois meses de idade) apenas pela
espécie Cryptosporidium parvum, enquanto que animais entre dois e 12 meses de vida
(fase p6s-desmame) foram geralmente infectados por C. andersoni. Durante o estudo foi
possivel identificar apenas dois bezerros, na fase pos-desmame, infectados pela espécie
C. ryanae. O percentual de infeccdo dos animais de acordo com a espécie diagnosticada
pode ser observado na figura 25.
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Figura 25 — Percentual das espécies de Cryptosporidium encontradas em bezerros
leiteiros de diferentes faixas etéarias.

4.3.6. PCR-Nested Utilizando Gene Alvo GP60

Todas as amostras positivas para Cryptosporidium spp. na PCR-Nested
utilizando o gene 18S, foram submetidas a uma nova amplificacdo através da PCR
priméaria e Nested-PCR para o gene alvo GP60.

A submissdo de todas as amostras a nova reacdo utilizando o GP60, e nao
apenas as amostras sequenciadas para C. parvum, teve por objetivo averiguar a presenca
de diferentes espécies de Cryptosporidium infectando um mesmo animal. Além das
bandas ja esperadas (C+, 1, 3 e 8), outras amostras também foram amplificadas. O
resultado da nova reacdo de PCR-Nested pode ser observado na figura 26.
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Figura 26 - Reacdo de Nested- PCR utilizando gene GP60 visualizado em gel de
agarose a 1% corado com GelRed™. Tempo de exposicéo & luz ultravioleta foi de 0,9
segundos. M: marcador; C-: controle negativo da reacdo; C+: controle positivo da
reacdo; 1 a 11: amostras coletadas na propriedade A; 12 a 17: amostras coletadas na
propriedade B; 18 a 28: amostra coletadas na propriedade C. Seta aponta para bandas de
aproximadamente 400pb. As amostras 2; 6; 15; 18 e 19 ndo foram utilizadas pois ndo
foi possivel a amplificacdo do DNA extraido atraves da PCR-Nested utilizando o gene
18S.
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4.4, DISCUSSAO

4.4.1. Prevaléncia das Diferentes Espécies de Cryptosporidium e a ldade dos
Animais

Com base nos dados obtido apartir do sequenciamento das amostras utilizando o
gene alvo SSUrRNA, trés espécies de Cryptosporidium foram diagnosticadas entre as 23
amostras fecais positivas no Nested-PCR, dentro do total de 143 amostras coletadas.

As trés espécies diagnosticadas no presente estudo, C. parvum, C. andersoni e C.
ryanae, encontram-se entre as quatro principais responséveis pela criptosporidiose
bovina. Apenas C. bovis ndo foi diagnosticado entre os animais estudados. Estes
resultados diferem dos obtidos por Meireles et al. (2011), em estudo semelhante
realizado no Estado de S&o Paulo, Brasil. Onde foi observada a presenca das quatro
espécies principais que acometem bovinos.

Dentre as trés espécies diagnosticadas no presente estudo, C. andersoni
apresentou o maior percentual de ocorrencia entre os bezerros (15%), divergindo de
resultados obtidos por Meireles et al. (2011), que observaram uma maior ocorréncia de
C. parvum. No entando, a ocorréncia de C. andersoni em bezerros foi relatada por Seva
et al. (2010) como sendo a Unica espécie a infectar bezerros com até trés meses de idade
em Teodoro Sampaio, no Estado de Séo Paulo.

Em um estudo conduzido no Ird por Keshavarz et al. (2009) foram encontradas
trés espécies de Cryptosporidium infectando bovinos de até 20 semanas de idade,
destinados a producdo leiteira. As espécies diagnosticadas através da RFLP e do
sequenciamento foram C. parvum, C. andersoni e C. bovis.

Em Prince Edward Island, Canada, Coklin et al. (2009) avaliou
microscopicamente a prevalencia de Cryptosporidium spp. em bezerros com até seis
meses de idade. O estudo relatou uma baixa prevalencia do protozoario na regido. Das
38 amostras positivas aproximadamente 23% foram encaminhadas para analises
moleculares e destas 55,5% foram positivas unicamente para C. parvum.

No que se refere a idade do animal e a espécie de Cryptosporidium mais com
maior ocorréncia 0s resultados do presente estudo concordam com o0s obtidos por
Keshavarz et al (2009), onde a espécie C. parvum foi a mais observada entre os bovinos
na fase pré-desmame (19,5%) e C. andersoni na fase pos-desmame (8,2%).

Assim como observado neste estudo, Meireles et al. (2011) destaca a baixa
prevalencia de espécies diferentes de C. parvum em animais com até dois meses de
idade. Ainda concordando com este fato, um estudo realizado na Alemanha por Broglia
et al. (2008) avaliou bezerros na faixa etaria de 3-15 dias e observou apenas a presenca
de C. parvum infectando os animais.

Coklin et al. (2009) apontam uma idade de infec¢do dos animais por C. parvum
maior do que a observada no presente estudo, onde os bezerros infectados apresentavam
aproximadamente seis meses de vida. Keshavarz et al (2009) também relata este fato ao
descrever a baixa prevalencia de C. parvum em animais na fase pos-demame (3,1%),
onde foram estudados animais na faixa de 2-11 meses de idade.

A elevada prevaléncia da infeccdo por C. parvum em bezerros destinados a
producdo leiteira também foi descrita por Langkjzr et al. (2007) na Dinamarca. Onde
82% dos animais com até um més de vida encontravam-se infectados pela espécie
zoondtica. Além disso, foi observada ainda um alto percentual de infec¢do por C. bovis
em animais entre 3 e 12 meses de idade. Resultados semelhantes foram observados na
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Bélgica por Geurden et al. (2007). Tais resultados discordam dos encontrados no
presente estudo, onde a infecgdo por C. parvum foi de apenas 7% e nédo foi observada a
presenca da espécie C. bovis parasitando os animais.

Fayer et al., 2007 descreve a prevaléncia da infeccdo em animais com até dois
anos de idade, onde bezerros na fase pré-desmame (< 2 meses) sdo acometidos por
todas as espécies, sendo C. parvum a mais prevalente (85%), seguido de C. bovis (9%),
C. ryanae (5%) e C. andersoni (1%). A medida que os animais sdo desmamados e se
enguadram na cartegoria pos-desmame (3-11 meses) essa prevaléncia ¢ alterada. Onde a
infeccdo por C. bovis se torna mais comum (55%), seguida por C. ryanae (31%), C.
andersoni (13%) e por fim, C. parvum (1%). No presente estudo este padrdo ndo foi
observado, pois na fase pré-desmame foram encontrados apenas animais infectados por
C. parvum. Ja na fase p6s-desmame a maioria dos bezerros foram diagnosticaods como
positivos para C. andersoni. Apenas um espécime de C. ryanae foi descrito como
infectando os animais acima de 2 meses de idade e a espécie C. bovis ndo foi observada.

A prevaléncia das espécies de Cryptosporidium vem sendo avaliadas também
em bovinos destinados a producéo de carne. Fayer et al. (2010a), que estudaram a taxa
de infeccdo por Cryptosporidium spp. em bovinos de corte entre seis e 18 meses de
idade diagnosticaram a presenca de C. andersoni, C.ryanae e C. bovis, ndo encontrando
a espécie de maior potencial zoonético, C. parvum.

Geurden et al. (2007) também avaliaram a prevaléncia das espécies de
Cryptosporidium em bovinos de corte, onde C. parvum foi descrito como mais
prevalente, porém em uma proporcdo menor do que a encontrada em rebanhos leiteiros.
No entanto, ndo foi observado com clareza uma relacdo entre a idade do animal e a
espécie infectante. Os autores sugerem a baixa prevaléncia da infeccdo nos animais
destinados a producdo de carne devido a estes animais serem mais velhos, quando
comparados aos bezerros destinados a exploracdo leiteira. Mencionam ainda que as
diferentes praticas de manejo adotadas pelos dois tipos de producdo podem influénciar
na taxa de infeccdo dos animais.

4.4.2. Microscopia X PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase € uma técnica descrita como altamente
sensivel para a o diagnostico de Cryptosporidium spp. (SANTIN et al., 2008). No
presente estudo, a microscopia apresentou um numero maior de amostras positivas na
deteccdo do protozoario do que as técnicas moleculares utilizadas. Resultados
comparativos obtidos por Diaz et al. (2010), onde a microscopia foi superior aos
métodos moleculares empregados. Este autores, sugerem que tal fato possa estar
relacionado ao pequeno nimero de oocistos existentes nas amostras analisadas. Fato
semelhante foi descrito por Fayer et al. (2007), onde mencionam que amostras positivas
que continham menos de 10 oocistos por grama de fezes podem ndo ser amplificadas
através da reacdo de PCR.

Além da baixa densidade de oocistos ser um problema para a detececdo do
protozodrio utilizando a técnica de PCR, Magi et al. (2006) mencionam ainda que a
distribuicdo heterogénea da formas infectante nas fezes pode ocasionalmente gerar
resultados falsos-negativos. Os autores ainda sugerem que a presenca de um elevado
numero de parasitos observados na microscopia nao garante que na confirmagdo do
diagndstico através da PCR seja observado um resultado positivo. Principalmente
devido ao fato dos oocistos serem danificados antes e durante o processo de extracao, o
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que pode ocasionar uma diminui¢cdo no numero de alvos disponiveis no DNA, que séo
utilizados na técnica de PCR, reduzindo assim sua eficacia.

Outra hipotese para justificar o resultado obtido no presente estudo seria a
presenca de elevadas concentracGes de substancias inibidoras presentes no material
fecal de bezerros, o que limitaria a eficiencia do diagnéstico molecular (SILVA et al.,
2010).

Dessa forma, ndo se pode sugerir uma melhor metodologia a ser utilizada, o
ideal é que uma técnica funcione de forma complementar a outra.

4.4.3 — Relagdo Entre a Presenca de Diarréia e a Infeccéo por Cryptosporidium spp.

Alguns autores apontam a diarréia como um sintoma caracteristico da
criptosporidiose ocasionada por Cryptosporidium parvum (SANTIN; TROUT, 2007;
CHAKO et al., 2010). No presente estudo, pdde-se observar que 34,4 % (11/32) dos
animais que apresentaram diarréia encontraram-se infectados por pelo menos uma das
quatro espécie de Cryptosporidium mais prevalentes em bovinos. Porém, apenas dois
destes animais foram diagnosticados, através do sequenciamento para o0 gene 18S e do
PCR-Nested utilizando GP60, como infectado pela espécie C. parvum. Apenas um
bezerro com sintomas de diarréia apresentou-se positivos para a espécie C. parvum
através da Nested-PCR para o gene GP60. No entanto tal resultado ainda deve ser
confirmado através do sequenciamento utilizando este gene alvo, ja que nao foi possivel
a identificacdo da espécie de Cryptosporidium infectando este animal utilizando o gene
18S.

Silverlars et al. (2010) relataram a presenca de diversos enteropatdgenos como
possiveis causadores de diarréia em bovinos. A espécie de Cryptosporidium
predominante nestes animais foi Cryptosporidium parvum-like spp., seguido de C. bovis
e C. parvum, diferindo dos resultados observados no presente estudo.

Um trabalho realizado na argentina apresentou um percentual de infeccéo
relacionado a presenca de diarréia mais elevado, 17% (DEL COCO et al., 2008), porém
ndo houve uma correlagdo a especificamente nenhuma espécie de Cryptosporidium. Os
autores apenas relacionaram a presenca de fezes diarréicas a infeccdo por
Cryptosporidium spp. Resultados similares foram descritos por Maikai et al. (2011) na
Nigéria, onde 25% dos bovinos avaliados apresentavam sintomas de diarréia
relacionada a alguma espécie de Cryptosporidium.

Em um estudo realizado na Noruega, Gulliksen et al. (2009) observou a presenga
de diarréia ocasionada pela infeccdo de Cryptosporidium spp. e Eimeria spp., onde
8,8% dos bovinos estudados encontravam-se infectados por ambos os protozoarios. Tal
fato também foi observado no presente estudo, porém o percentual de infec¢do obtido
foi maior (18,3%) do que o descrito por Gulliksen et al. (2009).
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4.5. CONCLUSAO

No estudo foi observada a importancia da utilizacdo de técnicas
complementares, como a microcopia e a PCR-Nested, para o diagndstico preciso das
especies de Cryptosporidium.

Foram diagnosticadas através de técnicas moleculares trés espécies de
Cryptosporidium. C. parvum, espécie de grande relevancia devido ao seu elevado
potencial zoondtico. C. andersoni, espécie importante para a producéo leiteira. Além de
C. ryanae, sendo o primeiro relato desta espécie infectando bezerros no Estado do Rio
de Janeiro e a segunda descrigdo da espécie no Brasil.

O diagnostico de espécies diferentes de C. parvum causando diarréia nos
animais, sugere o envolvimento de infeccdo mista com outras espécies Cryptosporidium
e/ou infecgBes com outros agentes etioldgicos.
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5. CAPITULO III

A INFLUENCIA DO MANEJO NA PREVALENCIA DE Cryptosporidium spp.
EM BEZERROS DESTINADOS A EXPLORACAOQO LEITEIRA
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RESUMO

A criptosporidiose bovina é motivo de grande preocupagdo, em especial para 0s
produtores de leite. Bovinos infectados por Cryptosporidium podem apresentar um
baixo desempenho produtivo além de eliminar uma elevada carga parasitaria no
ambiente, especialmente se estiverem apresentando um quadro clinico de diarréia. No
presente estudo, foram avaliados 79 bezerros de até um ano de idade em uma
propriedade leiteira no Vale do Paraiba, Rio de Janeiro. Durante o periodo
experimental foram adotados dois manejos (A e B) distintos. No primeiro momento,
utilizando o manejo A, 29,9% amostras foram diagnosticadas como positivas para
Cryptosporidium através do PCR utilizando 18S. Apds a mudanga para 0 manejo B, este
percentual diminuiu para 8,5%. Através do sequenciamento, utilizando 18S, foram
diagnosticadas trés espécies, C. parvum, C. ryanae e C. andersoni. Todas as amostras
passardo por uma nova reacdo de PCR utilizando o gene GP60, onde as diagnosticadas
como positivas para C. parvum serdo novamente sequenciadas para determinacgdo dos
subtipos da espécie zoondtica. No estudo foi observado que a implantacdo de algumas
mudangas no manejo da propriedade pode ser de grande ajuda na tentativa de diminuir a
disseminacédo da doenca entre os animais e reduzir a contaminacao ambiental.

Palavras-chave: Bezerros, Cryptosporidium, manejo, gene 18S, gene GP60
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ABSTRACT

Bovine cryptosporidiosis is a major concern, especially for dairy farmers. Cattle
infected with Cryptosporidium may present low productive performance and eliminates
a high parasite load in the environment, especially if they are presenting diarrhea. In the
present study 79 calves, up to 1-year-old, were evaluated in a dairy property in Vale do
Paraiba, Rio de Janeiro. During the experimental period two animal managements (A
and B) were adopted. Inittialy, when the menagement A was used, 29.9% of the calves
were diagnosed as positive for Cryptosporidium sp. by PCR using gene 18S. Than,
changing to management B, the percentage of infection decreased to 8.5%. The
sequencing data showed the presence of three species, C. parvum, C. ryanae and C.
andersoni. All samples undergo a second PCR reaction using the GP60 gene, where the
C. parvum samples will be sequenced with GP60 to determine the subtypes of this
zoonotic specie. The study demonstrated that some changes in the management of
property may be of great help in trying to reduce the spread of disease among animals
and environmental contamination.

Key words: Calves, Cryptosporidium, management, 18S e GP60
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5.1. INTRODUCAO

A criacdo de bovinos pode ser considerada uma das principais atividades
desenvolvidas no Brasil. Ao longo da ultima década o pais se firmou como grande
produtor de carne e leite (LUCENA et al., 2010) sendo considerado o segundo maior
criador mundial de bovinos de acordo com pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE — 2009).

Diversos sdo os enteropatdgenos causadores de diarréia em bovinos, onde as
doencas parasitarias adquirem destaque, pois estdo relatadas como as mais prevalentes
(LUCENA et al., 2010). Dentre estas as causadas por protozoarios apresentam grande
relevancia. Das varias espécies consideradas como validas do género Cryptosporidium,
C. parvum, é considerada responsavel por causar sintomatologia clinica principalmente
em bezerros jovens, com aproximadamente um més de idade (NYDAM;
MOHAMMED, 2005; STARKEY et al., 2006; CARDOSO et al., 2008; GULLIKSEN
et al., 2009).

Devido a importancia econémica, a criptosporidiose esta sendo muito estudada
na pecuéria leiteira (IMRE; DARABUS, 2011). A presenca de bovinos com surtos
diarréicos acarreta diversos prejuizos financeiros, pois, a sintomatologia esta
diretamente relacionada a uma reducdo do ganho de peso, a queda na produtividade e
aumento na taxa de mortalidade (NYDAM; MOHAMMED, 2005; GULLIKSEN et al.,
2009; DIAZ et al., 2010). A duracgdo dos sintomas depende de inimeros fatores, dentre
eles os niveis de contaminacdo ambiental, a viruléncia e a infectividade da espécie
envolvida, a susceptibilidade do hospedeiro e a idade a primeira infeccdo (FEITOSA et
al., 2008).

A taxa de prevaléncia da infeccdo por C. parvum em bovinos é bastante variavel,
podendo ser observados entre 13% e 100% de positividade nos animais (STARKEY et
al., 2006). Esta variacdo pode sofrer influéncia direta de alguns fatores, como a idade do
hospedeiro, as caracteristicas da regido estudada, e a metodologia utilizada no estudo
(STARKEY et al., 2006; BROOK et al., 2008; FEITOSA et al., 2008).

No Brasil, a taxa de prevaléncia da infeccdo por Cryptosporidium spp. em
bovinos destinados a producdo de leite varia entre 0,6% e 72,13% sendo a maior
ocorréncia em animais com menos de dois meses de idade (MEIRELES, 2010).

As condicdes sanitarias presentes na propriedade podem influenciar diretamente
na cadeia de transmissdo da criptosporidiose. Quanto piores forem as condicoes
sanitarias encontradas no ambiente, em especial nos bezerreiros, maior sera o risco de
infeccdo dos animais (FEITOSA et al., 2004).

Algumas préticas simples de manejo como a criacdo de bezerros em baias
individuais, podem diminuir a taxa de infeccdo, reduzindo consequentemente a
contaminagdo do meio ambiente (FEITOSA et al., 2004).

O presente estudo teve por objetivo determinar a taxa de infecgdo por
Cryptosporidium spp. em bezerros de até 12 meses de idade em uma propriedade
leiteira no Sul Fluminense atraves do diagnostico da microscopia Optica; caracterizacao
genotipica das espécies encontradas, avaliando a existéncia ou ndo do potencial
zoonotico e através de modificagdes no manejo da criacdo de bezerros avaliar possiveis
alteracGes na ocorréncia da infecgéo.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Etapas do Estudo

A prevaléncia da infec¢do por Cryptosporidium spp. em bezerros com menos de
12 meses de idade foi avaliada durante o periodo de 2009 a 2011 em uma propriedade
leiteira no Sul do Estado do Rio de Janeiro.

O estudo foi dividido em duas etapas, onde na primeira foram realizadas as
coletas de material fecal e o processamento das amostras para avalicdo utilizando
microscopia Optica de campo claro e contraste de fase. O processamento das amostras e
0 diagnostico para Cryptosporidium spp. foram realizados no Laboratério de
Protozoologia, Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ.

A segunda etapa do estudo consistiu na confirmacao e identificacdo das espécies
e subtipos de Cryptosporidium através de técnicas moleculares. O procedimento de
extracdo de DNA e as técnicas de PCR-Nested foram realizados no Laboratério de
Biologia Molecular, no Departamento de Parasitologia Animal e no Laboratério de
Nutricdo Mineral de Plantas, no Departamento de Solos, ambos pertencentes a
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

O sequenciamento das amostras positivas para o género Cryptosporidium foi
realizado pela empresa coreana Macrogen INC., em Seul, Coréia do Sul.

As sequéncias consensos e as analises filogenéticas foram realizadas no
Laboratdrio de Protozoologia Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ.

5.2.2. Analise Estatistica

O comportamento da infeccdo por Cryptosporidium spp., devido a alteracdo do
manejo da propriedade, foi avaliada através da aplicacdo do teste ndo-parametrico de
tendéncia do Qui-quadrado (p < 0.05) (AYRES et al., 2005).
5,2.3. Coleta das Amostras Fecais

As amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal de 79
bezerros distintos, com idade variando entre trés dias e 12 meses, em uma pequena
propriedade leiteira no Vale do Paraiba, Estado do Rio de Janeiro.
5.2.4. Processamento, Sequenciamento e Analise Filogenética das Amostras

Todo o procedimento para o processamento das amostras foi descrito

previamente no segundo capitulo deste estudo, assim como toda a metodologia adotada
para o sequenciamento e analise filogenética das mesmas.
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Os Animais e a Propriedade

A propriedade situava-se proxima as margens de um rio (Figuras 27 e 28). A
descricdo da propriedade em questdo foi realizada no capitulo 1l (Propriedade A).

Os animais encontravam-se agrupados de acordo coma a faixa etaria, onde 0s
bezerros de até um més de idade eram mantidos em baias individuais. Acima desta
idade até 12 meses 0s bezerros eram mantidos em baias coletivas. Os dois tipos de baias
eram mantidas na mesma instalagdo considerada como bezerreiro.

A maioria dos animais utilizados, durante o periodo de coleta, apresentavam
fezes dentro dos padrbes de normalidade, porém, em 11 bezerros foram observados a
presenca de fezes diarréicas, que variava de moderada a intensa.

Inicialmente a propriedade mantinha os animais em um bezerreiro onde as
condicbes sanitadrias eram precarias com manejo inadequado (Manejo A).
Posteriormente foi sugerida ao proprietario a mudanca do local onde estes animais eram
acondicionados, juntamente com algumas modificacdes no manejo (Manejo B).

Durante a primeira coleta de material fecal (Manejo A), os 32 bezerros utilizados
encontravam-se em uma instalacdo semi-aberta, muito Umida e com a presenca
constante de fezes. Os bebedouros e comedouros eram localizados dentro das baias e
junto ao piso, o que favorecia o pisoteio e a contaminagdo da agua e do alimento pelas
fezes dos animais.

As mudancas na localizacdo dos bezerreiros foram atendidas e foi realizada uma
segunda coleta de material fecal (Manejo B), onde foram avaliados 27 animais
diferentes dos utilizados na primeira amostragem. Posteriormente, neste mesmo local
foi realizada uma terceira coleta de material fecal, de animais diferentes das duas coletas
anteriores, utilizando 20 bezerros. Desta forma, totalizaram 47 amostras do manejo B.

Esta nova localizag&o, era uma area mais ampla e ensolarada (Figura 27), porém
0s animais estavam instalados em um local muito proximo onde os animais adultos
eram mantidos.

No novo local, os bezerros foram mantidos presos por correntes em abrigos
individuais e os comedouros e bebedouros foram suspensos para evitar pisoteio (Figura
29).

O escore corporal dos animais era variado. Os bezerros mais novos
encontravam-se mais debilitados, alguns apresentando fezes diarréicas e dificuldade de
locomocéo.

Animais de companhia como cdes e gatos eram encontrados circulando
livremente em varias areas da propriedade e inclusive proximos aos bovinos jovens e
adultos.

As amostras apos serem coletadas foram identificadas com os dados do animal e
armazenadas sob refrigeracdo até a chegada no Laboratério de Protozoologia. No
laboratdrio, as amostras foram catalogadas, processadas e diagnosticadas quanto a
presenca de Cryptosporidium spp.

92



Fonte: Google Earth

Figura 27 — Foto via satélite da propriedade estudada. Observa-se em destaque as areas
onde eram mantidos os animais. Seta amarela: local do antigo bezerreiro (primeira
coleta); Seta vermelha: local do novo bezerreiro (segunda e terceira coletas).
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Figura 28 — Local de manejo A da propriedade estudada. Destacando as instalacfes dos
animais e o local de escoamento da agua de limpeza das baias.

Figura 29 — Local de manejo B da propriedade estudada. Destacando as novas
instalagdes dos animais, a aproximidade entre os animais de diferentes faixas etarias e 0
local de escoamento da agua.

94



5.3.2. Diagnostico Microscépico e PCR-Nested Utilizando Gene 18S

A presenca de Cryptosporidium spp. foi primeiramente diagnosticada na
propriedade, através de microscopia de campo claro e contraste de fase (tabela 11).

Os resultados obtidos através da microscopia foram submetidos a técnicas de
PCR-Nested utilizando o gene alvo SSUrRNA para confirmacéo do diagndstico. Dos 11
animais positivos identificados na microscopia, nove tiveram o diagnostico confirmado
pela biologia molecular (tabela 11 e figura 30).

Tabela 11 — NUmero de bezerros positivos para infeccdo por Cryptosporidium spp. na
propriedade durante as diferentes coletas de amostras fecais.

BEZERROS BEZERROS TOTAL DE
COLETA MANEJO POSITIVOS POSITIVOS ANIMAIS
(MICROSCOPIA)  (PCR- NESTED)
1 A 7 (21,9%) 5 (15,6%) 32
2 B 3 (11,1%) 3 (11,1%) 27
3 B 1 (5%) 1 (5%) 20
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Figura 30 - Reagéo de Nested- PCR utilizando gene 18S visualizado em gel de agarose
a 1% corado com GelRed™. M: marcador; C+: controle positivo da reagdo; C-: controle
negativo da reacédo; 1 a 11: amostras diagnosticadas como positivas na microscopia.

5.3.3. Sequenciamento Utilizando o Gene 18S

O sequenciamento das nove amostras positivas no Nested-PCR foi realizado
pela empresa coreana Macrogen INC. A identificacdo das espécies encontradas foi
realizada utilizando os ‘primers’ 18SNF e 18SNR para o gene alvo SSUrRNA,
esperando-se obter aproximadamente 830 pb. As nove amostras enviadas para o
sequenciamento apresentaram sequéncias de boa qualidade. Através deste procedimento
foram diagnosticadas trés espécies de Cryptosporidium infectando os animais (tabela
12). Todas as sequéncias obtidas apartir do sequenciamento do gene 18S foram
depositadas no ‘GenBank’.

O ndmero de acesso de cada sequéncia, assim como o0 sequenciamento de cada
amostra encontram-se repesentados na tabela 12 e na figura 31.

Tabela 12 — Amostras sequenciadas, suas respectivas espécies de Cryptosporidium e
numero de acesso no ‘GenBank’.

AMOSTRAS IDADE _ ESPECIE DE Cryptosporidium E
BEZERRO NUMERO DE ACESSO NO ‘GENBANK’
1 15 dias C. parvum — JX198271
3 1 més C. parvum — JX198272
4 3 meses C. andersoni — JX198256
5 2 meses C. andersoni — JX198257
7 2 meses C. ryanae — JX198274
8 15 dias C. parvum — JX198273
9 2 meses C. andersoni — JX198258
10 5 meses C. andersoni — JX198259
11 2 meses C. andersoni — JX198260

96



C.andersoni GU831568
C.andersoni FJ463187
Bezerro 11 JX198260
Bezerro 10 JX198259

Bezerro 9 JX198258
Bezerro 5 JX198257
Bezerro 4 JX198256

C.andersoni HQ007049
C.andersoni GU831569
C.parvum AF164102
C.parvum HM622120
Bezerro 1 JX198271
Bezerro 3 JX198272
Bezerro 8 JX198273
C.ryanae EU410344
C.ryanae HM622123
Bezerro 7 JX198274
C.bovis AY741305
C.bovis HM622121

TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCGCATCTCTGATGCGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG
———————————————————————————— GTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG
TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG
TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG
TAATAACTTTACGGATCACATTAA--ATGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCAATGACGG
TAATAACTTTACGGATCACACTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
————————————————————————————————————————————— TTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCACACTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
TAATAACTTTACGGATCACATTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG

---TAACTTTACGGATCACATTA----TGTGACATATCATTCAAGTTTCTGACCTATCAGCTTTAGACGGTAGGGTATTGGCCTACCGTGGCTATGACGG
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C.andersoni GU831568
C.andersoni FJ463187
Bezerro 11 JX198260
Bezerro 10 JX198259

Bezerro 9 JX198258
Bezerro 5 JX198257
Bezerro 4 JX198256

C.andersoni HQ007049
C.andersoni GU831569
C.parvum AF164102
C.parvum HM622120
Bezerro 1 JX198271
Bezerro 3 JX198272
Bezerro 8 JX198273
C.ryanae EU410344
C.ryanae HM622123
Bezerro 7 JX198274
C.bovis AY741305
C.bovis HM622121

GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
GTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTAATACA
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C.andersoni GU831568
C.andersoni FJ463187
Bezerro 11 JX198260
Bezerro 10 JX198259

Bezerro 9 JX198258
Bezerro 5 JX198257
Bezerro 4 JX198256

C.andersoni HQ007049
C.andersoni GU831569
C.parvum AF164102
C.parvum HM622120
Bezerro 1 JX198271
Bezerro 3 JX198272
Bezerro 8 JX198273
C.ryanae EU410344
C.ryanae HM622123
Bezerro 7 JX198274
C.bovis AY741305
C.bovis HM622121

GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCCTAACGGTCTTGTAATTGGAATGAGTGAAGTATAAACCCCTTTACGAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGACTTTTTGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTTACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAGCCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAACCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT

GGGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGAACCTTACGGTTTTGTAATTGGAATGAGTTAAGTATAAACCCCTTAACAAGTATCAATTGGAGGGCAAGT
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C.andersoni GU831568
C.andersoni FJ463187
Bezerro 11 JX198260
Bezerro 10 JX198259

Bezerro 9 JX198258
Bezerro 5 JX198257
Bezerro 4 JX198256

C.andersoni HQ007049
C.andersoni GU831569
C.parvum AF164102
C.parvum HM622120
Bezerro 1 JX198271
Bezerro 3 JX198272
Bezerro 8 JX198273
C.ryanae EU410344
C.ryanae HM622123
Bezerro 7 JX198274
C.bovis AY741305
C.bovis HM622121

CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTThy——-A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTTiy——-A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT--—--A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT----A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTGTATAATTT-—-—--A
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATTTCTGTTA-ATAATTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTA-ATT-TTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTA-ATT-TTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATTTTCTGTTA-ATT-TTTATATA
CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATCTTCTGTTA-ATT-TTTATATA

CTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTAATCTTCTGTTA-ATT-TTTATATA
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C.andersoni GU831568
C.andersoni FJ463187
Bezerro 11 JX198260
Bezerro 10 JX198259

Bezerro 9 JX198258
Bezerro 5 JX198257
Bezerro 4 JX198256

C.andersoni HQ007049
C.andersoni GU831569
C.parvum AF164102
C.parvum HM622120
Bezerro 1 JX198271
Bezerro 3 JX198272
Bezerro 8 JX198273
C.ryanae EU410344
C.ryanae HM622123
Bezerro 7 JX198274
C.bovis AY741305
C.bovis HM622121

TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA

TAATATTACCAAGGTAATTATTATATTATCAACATCCTTCCTATTATAT----TCTAAATATATAGGAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT--GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA

AAATATTTTGATGAATATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACTATATATTTTAGTATAT - -GAAATTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
CAATGCTACGGT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT——--- TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
CAATGCTACGGT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT————— TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
CAATGCTACGGT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT——--— TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATCACGAT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT————— TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
TAATATCACGAT----ATTTATATAATATTAACATAATTCATATTACT——--— TTTTAGTATAT--GAAACTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGCTTAAA
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C.andersoni GU831568
C.andersoni FJ463187
Bezerro 11 JX198260
Bezerro 10 JX198259

Bezerro 9 JX198258
Bezerro 5 JX198257
Bezerro 4 JX198256

C.andersoni HQ007049
C.andersoni GU831569
C.parvum AF164102
C.parvum HM622120
Bezerro 1 JX198271
Bezerro 3 JX198272
Bezerro 8 JX198273
C.ryanae EU410344
C.ryanae HM622123
Bezerro 7 JX198274
C.bovis AY741305
C.bovis HM622121

GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCAACTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAAGTAAGGACTTTTGTCTTTCTTATTGGTTCTAGGACAAAAGTAATGGTTAATAGGGACAGTT
GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCATATGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAAGATTTTTATCTTTCTTATTGGTTCTAAGATAAGAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATAATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGGACAGTT
GCAGGCTATTGCCTTGAATACTCCAGCATGGAATAATAT-TAAGGATTTTTATTCTTCTTATTGGTTCTAGAATAAAAATGATGATTAATAGGGACAGTT
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C.andersoni FJ463187
Bezerro 11 JX198260
Bezerro 10 JX198259
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C.andersoni HQ007049
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GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTCGTATTTAACAGCCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTAATGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA

GGGGGCATTTGTATTTAACAGTCAGAGGTGAAATTCTTAGATTTGTTAAAGACAAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAA
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CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
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Figura 31 — Alinhamento das sequéncias de Cryptosporidium parvum e C. andersoni, utilizando gene 18S, encontradas parasitando bezerros de
diferentes faixas etarias. Sequéncias alinhadas através do programa Clustal W 2.1 (LARKIN et al., 2007; GOUJON et al., 2010), destacando as
diferencas entre cada sequéncia (cinza); regidao de polimorfismo ( =—); regido de intenso polimorfismo ( A\ ) e variacdo dentro da espécie C. andersoni

(preto).
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5.3.4. Filogenia Gene Alvo 18S

As similaridades apresentadas pelas espécies Cryptosporidium parvum, C.
andersoni e C. ryanae quando comparadas as sequéncias ja existentes no ‘GenBank’
foram avaliadas através do método de ‘Neighbor-Joining’ utilizando o algoritimo
Kimura-2, com ‘bootstrap’ de 1000 repeticdes e delecdo total dos gaps presentes nas
sequéncias.

A arvore consenso contruida encontra-se representada na figura 32.

Bezerro 3-JX198272
Bezerro B-JX198273
Bezermo 1-JX198271
C. parvum HMG22120
. parvum AF164102

ag | C. bovis AY7T41305

| C. bovis HMB22121

100 C. ryanaes EU410344
C. ryanae HMG622123
Bezemo 7 - JX198274
Bezemo 10 - JX 198259
Bezemo 11 - JX 198260
Bezemo 9-.JX198258
Bezemo 5-JX198257
Bezemo 4 - JX198256
C. andersoni HQ007T049
C. andersoni GLIS31569
C. andersoni GLIS31568
C. andersoni FJ463187

100

—
0.005

Figura 32 — Arvore filogenética contruida a partir do sequenciamento (18S) de
especimes de Cryptosporidium encontrados parasitando bezerros em uma propriedade
leiteira no Estado do Rio de Janeiro. A andlise utilizada na contrucdo da arvore foi a
‘Neighbor-Joining’ e os valores de ‘bootstrap’ sdo de 100%.

As distancias genéticas entre 0s espécimes encontrados na propriedade e as sequéncias
obtidas no ‘GenBank’ foram comparadas utilizando o algoritimo Kimura-2. A analise
comparativa realizada demosntrou a elevada similaridade entre as espécies de
Cryptosporidium encontradas no presente estudo e as sequéncias existentes no
‘Genbank’. Onde a maior distancia observada foi entre as espécies C. andersoni e C.
ryanae (0.073).
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5.3.5. PCR-Nested Utilizando Gene Alvo GP60

Todas as nove amostras, foram submetidas a uma nova reacdo de PCR-Nested
utilizando o GP60 como gene alvo para observar a presenca da espécie C. parvum e
posteriormente determinar seus subtipos. O resultado da reacdo pode ser observado na

figura 33.
M Cran 1 = 3 b 4TS 7 M 8 9 10 11
Py L)
L]
.y - - - - =

Figura 33 - Reacdo de Nested- PCR utilizando gene GP60 visualizado em gel de
agarose a 1% corado com GelRed™. Tempo de exposicdo & luz ultravioleta foi de 0,9
segundos. M: marcador; C-: controle negativo da reacdo; C+: controle positivo da
reacdo; 1 a 7: amostras coletadas sob o sistema de manejo A; 8 a 11: amostras coletadas
sob o sistema de manejo B. Seta aponta para bandas de aproximadamente 400pb. As
amostras 2 e 6 ndo foram utilizadas pois ndo foi possivel a amplificacio do DNA
extraido através da PCR-Nested utilizando o gene 18S.

5.3.6. Alteracdo no Local da Instalagédo dos Animais

As taxas de infeccdo por Cryptosporidium spp. na propriedade podem ser
observada na figura 34. Onde se pode notar uma diminuicdo do percentual de animais
infectados com a alteracdo do local do bezerreiro onde os animais eram mantidos.
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Figura 34 — Taxa da infeccdo por Cryptosporidium spp. em bezerros, levando em
consideracdo a alteracéo do local do bezerreiro na propriedade.

Apesar de notarmos uma reducdo no percentual de infeccdo dos animais
estudados (figura 34), gquando analisamos a influéncia da mudanca do local do
bezerreiro sobre a taxa de infec¢do dos animais, utilizando o teste de tendéncia do qui-
quadrado com um nivel de significancia de 5%, podemos notar a inexisténcia de
associacao entre os eventos durante o periodo da investigacao (p-valor > 0,05).
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5.4. DISCUSSAO

5.4.1. Potencial Zoonotico das Espécies Encontradas no Brasil

Foram diagnosticadas trés espécies de Cryptosporidium através do
sequenciamento, utilizando o gene 18S, na propriedade estudada. Sendo estas, C.
parvum, considerada de elevado potencial zoonético, C. andersoni, que ja foi descrita
infectando humanos com imunodeficiéncia (LEONI et al., 2006) e C. ryanae, sendo
este 0 segundo relato da espécie no Brasil.

No Brasil poucos estudos foram realizados utilizando ferramentas moleculares
para o diagnostico das espécies de Cryptosporidium. Dentre eles Seva et al. (2009) e
Fiuza et al. (2011) diagnosticaram apenas a presenga de C. andersoni, diferentemente
do que foi observado no presente estudo. Além disso, Meireles et al. (2011) relataram a
presenca de C. andersoni, C. parvum, C. bovis e C. ryanae, em bovinos destinados a
producdo leiteira. Os autores destacaram a baixa prevaléncia de C. parvum em animais
com mais de dois meses de idade, o mesmo foi observado neste estudo. Ressaltaram
ainda a importancia de C. parvum como responsavel pela infeccdo em humanos e outros
animais além de bovinos.

5.4.2. A Influéncia do Manejo x Percentual de Infeccédo por Cryptosporidium spp.

A importancia da reducdo da exposicdo de bezerros ao protozoario do género
Cryptosporidium, em especial a espécie C. parvum é descrita por Harp; Goff (1997).
Como ponto primordial os autores destacaram a grande relevancia das condicdes
sanitarias dos locais onde sdo criados os animais e o cuidado no manejo de bovinos
infectados.

No presente estudo foram avaliadas algumas praticas de manejo adotadas na
propriedade e em especial as instalacbes onde os bezerros encontravam-se alojados.
Apesar de ndo significativa, uma reducdo no percentual de infeccdo dos animais foi
observada ap0s a alteracdo de algumas praticas de manejo juntamente com a mudanca
do bezerreiro do local A para o local B.

Devido a elevada taxa de infeccdo dos bezerros por Cryptosporidium spp. supde-
se que algumas condic¢des sanitarias encontradas durante a utilizagdo do manejo A
foram altamente favoraveis a infeccdo de Cryptosporidium aos animais. Dentre elas, a
permanéncia de fezes contendo oocistos nas baias coletivas associada a elevada
umidade existente no local, podendo favorecer a disseminagéo da infeccé@o por entre os
bovinos. Apos a transferéncia dos animais para o local de manejo B foi observada uma
reducdo no percentual da infec¢do dos bezerros, provavelmente devido a diminuigdo da
umidade ambiental e a utilizagéo de abrigos individuais.

A alteracdo da utilizagcdo de baias coletivas para abrigos individuais pode ter
auxiliado na reducdo do percentual da infeccdo dos bezerros. Pois, esta mudanca
minimizou o contato entre os animais diminuindo consequentemente uma possivel
transmissdo animal-animal.

Acredita-se ainda que a alteracdo na disposi¢cdo dos comedouros e bebedouros,
dentro da nova instalacdo (manejo B), também pode ter auxiliado na reducdo da
infeccdo dos animais. Estes foram colocados a uma altura mais elevada, o que diminuiu
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a contaminacdo da agua/alimentos pelas fezes dos bezerros, através de pisoteio, e
consequentemente a autoinfec¢do dos mesmos.

O percentual da infeccdo por Cryptosporidium spp. em bovinos leiteiros também
foi estudado por Silva-Janior et al. (2011). Os autores avaliaram diversos fatores
relacionados a infeccdo de bezerros, dentre eles os descritos como mais relevantes como
sendo a influéncia da resposta imune de cada animal, nutricdo, exposicdo ao agente
infeccioso, e 0 manejo da propriedade. Diversos fatores de risco associados a infeccdo
por Cryptosporidium spp. foram relatados por  Silva-Janior et al. (2011) que
descreveram a existéncia de grande probabilidade de infeccdo para bezerros jovens
mantidos em instalagdes coletivas, concordando com os resultados obtidos no presente
estudo.

Um novo problema poderia estar relacionado ao manejo B, seria a proximidade
dos bezerros com animais mais velhos. O contato entre animais muito jovens e adultos
poderia acarretar infec¢bes descritas como incomuns para faixa etaria dos bezerros. Tal
fato pode ser sugerido principalmente pela presenca da infeccdo da maior parte dos
animais por C. andersoni (5/7), espécie descrita comumente em animais acima de 10
meses de idade (FAYER et al., 23007; FAYER et al., 2010a).

Durante a utilizacdo do manejo A foi observado o descarte inadequado dos
dejetos dos bezerros mantidos em baias coletivas. Durante a limpeza do bezerreiro fezes
de animais infectadas por Cryptosporidium spp. era lavado e langado ‘in natura’
diretamente no rio que passava na propriedade. Tal pratica de manejo pode acarretar
diversos problemas, dentre eles a contamina¢do ambiental e a ocorréncia de possiveis
surtos de criptosporidiose em outras areas. Dependendo da carga parasitaria dos animais
e da espécie/subtipo, surtos da doenca podem ocorrer inclusive no homem. Tal fato
pode ser sugerido devido a presenca da espécie de elevado potencial zoonético, C.
parvum, diagnosticada na propriedade. Situacdo semelhante foi observada na Maléasia
por Farizawati et al. (2005) que descreveram a contaminagdo de rios, proximos a
propriedades rurais, devido a praticas inadequadas de manejo dos dejetos de bovinos.

Apesar da mudanca de manejo na propriedade, supde-se que o problema da
contaminacdo ambiental ndo foi resolvido. Pois, muito proximo ao novo local onde os
bezerros sdo mantidos existia uma aguada, que em épocas de chuva provavelmente
recebia agua contaminada pelas fezes oriundas dos bezerreiros. O reservatdrio em
questdo esta diretamente ligado ao rio que passa pela propriedade, mantendo dessa
forma a disseminacdo da forma infectante, fazendo com que o possivel problema
descrito anteriormente continue a existir.

109



5.5. CONCLUSOES

Foi possivel observar ainda que mudancas nas praticas de manejo dentro de uma
propriedade podem alterar o percentual de infeccdo dos animais com Cryptosporidium
spp.

Durante o presente estudo foi possivel diagnosticar a presenca de duas espécies
de Cryptosporidium consideradas de grande relevancia na pecuéria leiteira, C. parvum e
C. andersoni. Sendo que a primeira, dependendo do subtipo diagnosticado considerada
de potencial zoonotico.

Ainda sdo necessarios mais estudos a respeito da influéncia do manejo em
propriedades com infeccdo por Cryptosporidium, além de trabalhos utilizando
diagndsticos moleculares para a identificacdo das espécies do protozoario envolvidos
nessa cadeia epidemiologica.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Durante a padronizacdo das metodologias utilizadas no estudo foram observadas
algumas vantagens do protocolo de extracdo I, utilizando kit comercial, em relagio ao
protocolo de extracdo Il, destacando a maior rapidez do procedimento e a redugdo os
custos com material.

A escolha das temperaturas de anelamento para as reacGes de PCR-Nested
utilizando como genes alvo o 18S e GP60 foram realizadas com éxito. Melhorando
assim a obtencdo dos fragmentos de DNA.

Diversas vantagens foram descritas em relagdo ao uso do Gelred™, dentre elas a
elevada sensibilidade, a baixa toxicidade que facilita 0 manuseio e o descarte do
material.

Através da utilizacdo da microscopia foi possivel diagnosticar a infecgdo por
Cryptosporidium spp. Sendo que, através do diagndstico molecular foram identificadas
as seguintes espeécies: C. parvum, C. andersoni e C. ryanae.

O quadro clinico de diarréia aparentemente ndo estava relacionado com as
espécies dignosticadas neste estudo.

A mudanc¢a no manejo de uma propriedade leiteira € uma préatica sugestiva para
desencadear alteracdes na ocorréncia de infeccdo por Cryptosporidium spp. na criagdo
de bovinos.
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